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略語一覧  
 
Amp: Ampicillin 
APS: Ammonium Peroxodisulfate 
BCA: Bicinchoninic Acid 
BSA: Bovine Serum Albumin 
CBB: Coomassie Brilliant Blue (R-250) 
CD: Circular Dichroism 
D.W.: Deionized Water 
DNA: Deoxyribonucleic acid 
dNTP: Deoxynucleotide-5’-triphosphate 
DTT: Dithiothreitol 
EDTA: Ethylenediamine-N,N,N’,N7-tetraacetic Acid 
EtBr: Ethidium Bromide 
GTP: Guanosine triphosphate 
IPTG: Isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside 
Kan: Kanamycin 
KPi: Potassium Phosphate 
LB: Luria-Bertani 
LS: Light Scattering 
LSI: Light Scattering Intensity 
MCS: Multiple cloning sites 
MD: Molecular dynamics 
O/N: Over Night 
PCR: Polymerase Chain Reaction 
R.T.: Room temperature 
RNA: Ribonucleic acid 
SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
SOE: Splicing by Overlap Extension 
Sul: Sulerythrin 
TAE: Tris Acetate EDTA 
TE: Tris EDTA 
TEMED: N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
Tris: Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
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1. はじめに  
 
	 多くのタンパク質は、他の分子との分子間相互作用により自発的秩序形成し、生
体内で機能する。タンパク質工学の重要な最終目標として、求める機能を持ったタ
ンパク質を自由自在にデザイン出来る事が挙げられる。しかし目的の機能を持った
タンパク質を作製するための、タンパク質表面または内部の合理的なデザインは、
未だに難しい課題である。 
	 本研究において我々は、人工的なタンパク質-タンパク質間相互作用を形成する
ようなタンパク質表面をコンピュータ上で複数デザインした。タンパク質結合をコ
ンピュータシミュレーション上で行って、どのようなタンパク質表面が結合に適し
ているかの評価を行った。我々が作製したタンパク質表面(インターフェイス)は、
分子間間結合により 4-ヘリックスバンドルを形成するようにデザインされている。
4-ヘリックスバンドルとは、ヘリックス間相互作用によりαヘリックスが 4 本平行
にフォールドされた構造であり、自然界のタンパク質のサブユニット間結合部位な
どにみられる。 
	 我々は、YciF タンパク質 2 分子を向き合わせて配置し、デザインしたインター
フェイスを向き合わせた部位に導入して、2 分子の結合を分子動力学シミュレーシ
ョンによって観測した。分子動力学シミュレーションにより、タンパク質間結合は、
インターフェイス内の疎水性アミノ酸と電荷アミノ酸の数にが多い程、起こりやす
い傾向が示された。シミュレーションにおいて良い成績を残した YciF 変異体を実
際に作製したが、タンパク質分子自体の不安定化により、結合は観測されなかった。
分子動力学シミュレーション中に得られたタンパク質結合の構造を元に、モンテカ
ルロシミュレーションを行い、より結合に適すると考えられるインターフェイスの
アミノ酸配列を得た。 
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2. 背景  
 
	 本章では本研究の重要なキーワードである、一般に自己組織化や自己集合と呼ば
れる、自発的秩序形成について説明する。2.1 では、自発的に秩序形成の起こる概
略について述べる。2.2 では、熱力学から見た自発的秩序形成が起こる仕組みを、
2.3 ではそれを利用したナノテクノロジーの手法を、さらに 2.4 では自発的秩序形
成を利用した天然の生体メカニズムの例に関してそれぞれ述べる。2.5 では特に、
タンパク質のフォールディングおよび自己集合に関与する化学結合と相互作用を、
これまでに行われた実験結果を提示し考察する。2.6 では本研究にとって重要な、
4-ヘリックスバンドルのヘリックス間相互作用について詳しく説明する。最後に
2.7 で現在盛んに行われている、タンパク質とタンパク質を結合させて、ナノ構造
物を形成するタンパク質インターフェイスを、計算的にデザインする研究について
述べる。	 
	 
	 
2.1 自発的秩序形成：自己組織化と自己集合  
 
	 自発的秩序形成とは、様々な構成要素から成る乱雑な系内で、外部の影響無し
に構成要素同士が、その間に生じる特異的な相互作用により秩序だったパターン
や構造を形成する、一つのプロセスである[2]。ここでは、Prigogine らにより定義
された、動的な秩序化が起こる非平衡開放系を散逸系と呼び、散逸系での秩序形
成を自己組織化（self-organization）とし、平衡系で起きる静的な秩序形成を自己
集合（self-assembly）とする[3], [4]。 
 
	 自発的秩序形成は一般的な現象である。動的な秩序化の例として、超新星爆発
によって光年単位に広がったガスは重力や磁場により動的に自己組織化し、銀河
を形成すると考えられている[5]。近年の計算機の発達により、銀河の磁場が惑星
形成に重要であるというコンピューターシミュレーションの結果も報告されてい
る[6]。身近に見られる自己組織化の例としては、味噌汁中のベナール対流によっ
て生成されるベナール・セルパターンが挙げられ、これは太陽表面においても観
察される[7]。化学反応が引き起こす自己組織化としては、ベルソフ・ジャボチン
スキー（BZ）反応が知られている[8]。BZ 反応では、濃度が空間的に均一な系に
おいて、自己触媒反応により、発色の時間的なパターンが表れる。このような動
的な秩序化では、空間全体に長距離的な相関が見られ、巨視的なスケールでパタ
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ーン形成や運動形態が生じる場合がある事が特徴である。 
 
	 一方 mm ~ cm のスケールでは、飽和水溶液中のミョウバンの結晶形成や、水
分子による雪の結晶形成などで知られているように、非常に多くの物質が自己集
合により結晶化し、時には十数 m もの結晶を形成する[9]。このように平衡系で進
行する静的な秩序化では、重力相互作用はほとんど無視され、局所的な原子間力、
分子間力による相互作用が大きな原動力となる。 
 
 
2.2 熱力学からみた自発的秩序形成自己集合  
 
	 自己集合を熱力学の側面から考えると、熱力学第二法則によれば、孤立系では
エントロピーが増大する方向にしか反応は進まないため、乱雑さが減少するよう
な自発的秩序形成という反応は起こらないはずである。しかし、化学結合といっ
た、構成要素間で相互作用が働く場合、熱力学第二法則だけでは、系がどのよう
な傾向を持つか理解できるとは言えない。化学結合によってエネルギー的に安定
化が起こる常温常圧の系では、以下の式(2.1)があてはまる。 
 
ΔG = ΔH – TΔS     	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (2.1) 
 G：ギブスエネルギー、H：エンタルピー、T：温度、S：エントロピー 
 
	 式(2.1)において、ΔG < 0 となる場合に、自発的な変化が進む。従って、ある変
化の結果、エントロピーが増大する（ΔS > 0）ものの、そのときに系がエネルギ
ー的に不安定になり（ΔH > 0）、最終的にΔG > 0 となる反応は、自発的に起こ
るとは考えられない。従ってこの場合には、反応を進めたいならば、外部からエ
ネルギーを与える必要がある。エントロピーが減少（ΔS < 0）しても、系内がエ
ネルギー的に安定化（ΔH < 0）し、結果としてΔG < 0 となる場合なら、その変
化は自発的に起こる。 
 
	 つまり、反応条件の温度 T が常温程度と決まっている場合、いかに構成要素同
士の結合や相互作用による安定化エネルギーを稼ぐかが、自己集合において非常
に重要となる[10]。平衡系においては、これら相互作用が働く系が平衡状態に達
した時の最低自由エネルギー点において得られるのが、最終生成物の構造である。
また、構成要素間に働く相互作用が多種多様であれば、それにより形成される秩
序も多種多様になると考えられる[11]。 
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2.3 ナノテクノロジーにおける自発的秩序形成の利用  
 
	 材料となる構成要素を混ぜるだけで組み立てが進行し、生産物が出来上がる自
己集合(自己組織化)は、ナノテクノロジーの分野と非常に相性が良い[12],[13]。ナ
ノテクノロジーとは、10-9 m (nm)単位で物質を制御する技術の総称である。物質
をナノスケールで制御できれば、製品の小型軽量化、高性能化が期待できる。例
えばナノテクノロジーにより１鉄原子に 1 ビットの情報を記録できれば、記憶媒
体の超高密度化、小型軽量化、省電力化が期待できる[14]。また、ナノテクノロ
ジーにより光度が向上したモニターや、カーボンナノチューブを応用したスーパ
ーコンピューターといった開発が行われている[15],[16]。 
 
	 ナノテクノロジーの技術には大きく分けて二種類の方法があり、一つはトップ
ダウン法、もう一つはボトムアップ法と呼ばれる。トップダウン法では、大きな
材料を細かく加工してナノスケールの製品を作る。感光ポリマーが塗布されたシ
リコンウエハーに光を当て、焼き付けによって半導体回路を生成する光リソグラ
フィーなどがこれにあたる[17]。原子を直接つまんで操作できる、走査型トンネ
ル顕微鏡も存在する。しかしトップダウン法では、加工する器具の精度に原理的
な限界があり、大量生産には不向きである。一方、ボトムアップ法は、分子自身
による自己集合や自己組織化を利用する。従って、省エネルギーで製品の簡便な
大量生産が可能になるが、技術は未確立である。トップダウン法とボトムアップ
法の両方を使って、ナノデバイスを作製する方法も考案されている[18]。 
 
	 無機物質同士を自己集合させる手法として、配位結合の幾何学的な性質を利用
して、「分子かご」のような構造を作製する研究が進んでいる[19],[20]。金属イオ
ンと有機分子などが形成する錯体は、金属イオンの種類によって違った角度を持
った幾何学的構造を形成する。錯体が形成する幾何学的構造は、四面体、平面四
角形、八面体、三角円柱など、様々である。また、結合強度、結合定数の幅が広
いため、特定の金属イオンと有機分子だけが錯体を作るように選択、デザインで
きる。これらの性質により、らせん構造や、格子状の構造を自己集合的に作製で
きる。 
 
	 自己集合は、無機物質同士だけでなく、生体物質と無機物質間でも起こる。例
えば、貝殻、骨、真珠、甲殻類の外骨格のバイオミネラルが知られている。これ
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らバイオミネラルを作る作用を、バイオミネラリゼーションと呼ぶ。バイオミネ
ラルは、温和な条件下で形成されるため低環境負荷であり、高機能で省エネルギ
ーな機能性マテリアルとして知られている。バイオミネラリゼーションには、配
位結合や静電相互作用が特に重要と考えられ、これを模倣した金属と結合するペ
プチド、タンパク質の合成が現在研究されている[21]。 
 
	 生体内で行われている代謝反応、物質操作を、人工的に模倣する技術をバイオ
ミメティックスという。生体の持つ優れた機能や形状を模倣して、素材、工学、
医療分野に応用する。例えば分子モーターで知られる F1-ATPase は、ATP の化学
エネルギーをほぼ 100 %の効率で回転運動に変換できる優れた超分子構造だが、
ガソリンエンジンでは未だ 40 %程度である[22]。現在、玉虫の甲殻に見られる玉
虫色の構造色や、ヤモリの指の構造を模倣した粘着シートの開発が進んでいる。
基となる生体機能の特性は、分子特有のナノ構造を利用するものが多く、自発的
秩序形成を基本とする反応も多い[23]。以上のように、自己集合の技術開発によ
ってバイオミメティックスの向上が期待できる。 
 
	 自発的秩序形成の非常に精緻な例として、生体内の物質反応が挙げられる。生
体分子の特性を使ったナノ構造作製法として、 DNA が持つアデニンとチロシン、
グアニンとシトシンが対結合する相補二重鎖の性質を応用した、DNA origami 法
が開発されている[24]。DNA origami 法では、DNA の二重らせん内部が結合の相
互作用面（インターフェイス）として使われている。このように、分子の持つ自
己集合の機能を利用した、インターフェイスの研究や、DNA コンピューターや分
子コンピューターの研究は昔から行われてきた[25]。現在、DNA origami 法のよう
に、タンパク質にもインターフェイスを持たせて設計通りの構造に自己集合させ
る研究が盛んに行われている[26]。 
 
 
2.4 生体内で働く力とタンパク質の自己集合  
 
	 タンパク質の天然構造はアミノ酸配列の情報として予め決定されている。遺伝
子工学、タンパク質工学の発展により、あるタンパク質の持っているアミノ酸配
列は、元になる DNA 配列から、自由に操作可能になっている。つまり、制限的
ではあるがある程度自由にタンパク質の構造を変化させる事が出来る。すなわち
タンパク質は、折りたたみ（フォールディング）や周りの分子と相互作用するボ
トムアップの性質を内包したナノ構造体と言える。また、タンパク質は大量発現
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の技術が確立されており、温和な条件で反応が可能であり、プロテアーゼ等によ
る分解が容易で環境にも低負荷である。 
 
	 我々は、タンパク質の自己集合を操作できれば、バイオミネラリゼーションや
ナノテクノロジー、バイオナノエレクトロニクスの分野において大きな進歩にな
るのではないかと考えた[27], [28]。タンパク質の自己集合は、タンパク質表面の
相互作用面（インターフェイス）同士が結合して行われる。従って我々は、自己
集合を誘発するインターフェイスをデザインし、タンパク質表面に導入する戦略
を考えた。 
 
	 タンパク質が機能するには、フォールディングが必要であるが、これも一種の
自発的秩序形成である。フォールディングは、ポリペプチド鎖上に配置されたア
ミノ酸同士による様々な相互作用により起こる。生体内では、無数の生体内分子
が周りとの相互作用で自己集合を行っている[2],[29],[30]。工業的な自己集合（自
己組織化）と、生体内でのタンパク質等の生体分子が起こす自己集合（自己組織
化）はエネルギー的には同じ現象であり、乱雑さよりも結合によって稼げるエネ
ルギーの方が大きければ自発的に進行する。しかし、工業的につくられた自己集
合を引き起こす分子は、主に共有結合により自己集合を起こす。ポリマーで有名
なポリエチレンなども、モノマーが共有結合により重合している。 
 
	 一方、DNA やタンパク質に代表される、自己集合を起こす生体内分子では、共
有結合の他にも様々な化学結合が働いている。実際、生体内に見られる多種多様
な構造、機能、秩序化を実現するために、共有結合、水素結合、配位結合、疎水
結合等、様々な相互作用を生体内では巧妙に利用していると言える。これら様々
な化学結合と相互作用がポリペプチド鎖の比較的長距離にも発生することで、そ
のアミノ酸配列に特有の構造が形成され、更にタンパク質間での自己集合が起こ
る。 
 
	 我々がタンパク質の自己集合を誘発するインターフェイスをデザインするため
には、まず生体内で働く原子間力、分子間力を知る必要がある[31]。以下に結合
や力を説明する。 
 
・共有結合  
	 原子間で、互いの電子を共有することで生じる非常に強力な化学結合である。
原子同士が共有結合によって結合し、分子が形成される。分子を維持する結合の
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ため、非常に強い。 
 
・ファンデルワールス力  
	 電荷を持たない無極性原子、分子間などで、主に働く凝集力をファンデルワー
ルス力と総称する。この力は、ある程度離れている場合、引力（凝集力）として
作用するが、分子間距離が短くなると、強い斥力（反発力）として働き、特に引
力の部分をファンデルワールス力と総称する事が多い。斥力と引力がつり合った
ポテンシャル極小の距離を、ファンデルワールス半径と呼ぶ。力のポテンシャル
エネルギーは、距離の 6 乗に反比例していくため、力の到達距離は短く、弱い。
下記で説明する疎水結合にも、ファンデルワールス力が間接的に作用している。 
	 ファンデルワールス力の中には、電子の瞬間的な位置によって分極した中性原
子間で生じる分散力も含まれる。分散力が働く相互作用の一種として、π-π相互
作用が挙げられる。π-π相互作用は、芳香環を持った分子が積み重なった時に、
芳香環の上下に非局在化したπ電子により、ロンドン分散力の効果で芳香環の積
み重ねが壊れないように働く。生体内では、特に DNA 二重らせんの高次構造の
安定化に寄与しており、塩基対が積み重なったスタッキング構造の形成によりπ-
π相互作用が生じ、核酸塩基間の疎水結合や水素結合と共に大きく安定性に作用
している。 
 
・クーロン力  
	 電荷を持ったイオン間に生じる電気的な力。特に、正電荷を持つイオンと、負
電荷を持つイオンの間に働く電気的な引力を静電的相互作用と呼ぶ。イオン間の
距離に反比例して比較的ゆっくりと減衰していくため、分子間力の中では最も遠
方まで届き、ファンデールワールス力より広範囲に影響が及ぶ。また、正電荷イ
オンと負電荷イオンが引き合い、クーロン力によって結合した化学結合を、イオ
ン結合と呼ぶ。タンパク質を形成する 20 種類のアミノ酸の中には、側鎖に正電荷
や負電荷を持つアミノ酸も存在し、クーロン力やイオン結合によるタンパク質の
安定化に寄与している。 
 
・水素結合  
	 一種のクーロン力であるが、特に、電気陰性度の大きい原子（O, N, Cl など）
に共有結合した水素原子 H（δ+）と、その電気陰性度の大きい原子（δ-）との
間にはたらく結合を水素結合と呼ぶ。結合に方向性があり、分子間相互作用の中
では強い。生体内では DNA やタンパク質二次構造の形成に関わるなど、重要な
役割を果たしている。 
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また、水素結合によって生じる力に、水滴における表面張力がある。水分子は
周囲の水分子と水素結合により相互作用しているが、水の界面では結合相手が存
在しない場合がある。結合による安定化エネルギーのロスを最小限にするために、
水滴が自発的に表面積最小となる球状へ変形する。 
 
・配位結合  
ある原子と、非共有電子対（孤立電子対）を持つ原子との間に働く結合である。
電子対供与体から供給された電子対が、電子対受容体に共有される。従って配位
結合は、共有結合の特殊なかたちと見なせる。遷移金属元素の多くは共有結合に
利用される価電子の他に空の d 軌道を持つため、配位結合により多くの種類の金
属錯体が形成される。生体内では、酸素を運搬するヘモグロビン内に存在してい
るポルフィリン錯体などで、この配位結合が関与している。 
 
・疎水結合  
	 分子の持つ親水性、疎水性によって、分子同士を集合させる力である。タンパ
ク質のような高分子や、分子クラスターにおいては、個々の原子が近づいた際の
ファンデルワールス力は小さくても、分子量が巨大なために、ファンデルワール
ス結合の占める割合は大きく、強い影響力を持つようになる。その結果、電荷を
持たない中性の分子同士が集まって、実際は具体的な結合が生じているわけでは
ないが、あたかも結合していくように引き合う駆動力が働き、これを疎水結合（疎
水性相互作用）と呼ぶ。具体的な結合は生じていないものの、疎水結合でも、熱
力学の法則があてはまる。疎水性溶質分子近傍では水素結合の強化による水の構
造化が起こり、主として回転のエントロピーが減少する。構造化を起こしている
水の量を減少させるために、疎水性溶質分子間に引力相互作用が誘起される[11]。
脂質分子膜が形成、安定化する自己集合反応にも、疎水結合が大きな役割を果た
している。タンパク質の高次構造安定化においても疎水結合は非常に重要で、水
分子に曝露されないタンパク質分子内部に疎水性側鎖を持ったアミノ酸が折り畳
まれるように（膜タンパク質を除いた）ほとんどのタンパク質がフォールディン
グする。このようにタンパク質は疎水結合によって構造を安定化させている。タ
ンパク質分子内部の疎水性側鎖が集合した部位を疎水性コアと呼ぶ。 
 
	 これらの結合や力が起こるように、相互作用面をデザインすれば、自己集合を
制御できると考えられる。一方生体内では、これらの結合や力を利用して、複数
の分子と多量体（ポリマー）を形成して機能するタンパク質は多数挙げられる。
ポリマーについては、2.5 で説明する。ポリマーを作るタンパク質として、細胞
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骨格タンパク質や構造タンパク質であるコラーゲン、アクチン、チューブリン、
中間径フィラメント、繊毛タンパク質等、または昆虫が出す糸を構成するフィブ
ロイン、スピドロインなどが有名である[32], [33], [34], [35], [36]。以下に主な例を
説明する。 
 
・ウィルス殻 
	 ウィルスの遺伝子を保護するキャプシド（殻）は、複数のキャプシドタンパク
質サブユニットがウィルス感染した細胞内で重合して形成される。ウィルスは、
よく研究された自己集合のモデルである[37]。例えばタバコモザイクウィルスは、
遺伝子である RNA 鎖と、数百以上のキャプシドタンパク質サブユニットが自己
集合して、約 300 nm の長さを持った円筒型のウィルス殻を形成する事が実験で
分かっている[38]。一つのサブユニットは、４本のα-ヘリックスがループを介し
て連結している。 
 
・構造タンパク質 
	 チューブリンタンパク質は、真核生物の細胞内にある微小管や中心体を形成す
る[39]。原核生物には、チューブリンのホモログと考えられる FtsZ タンパク質が
見つかっている[40]。チューブリンには、α-チューブリン、β-チューブリンとγ
-チューブリンがあり、α-チューブリンとβ-チューブリンが一個ずつ結合したチ
ューブリンヘテロダイマーが直線上に重合し、微小管のプロトフィラメントを形
成する。このプロトフィラメントが更に管状に自己集合したものが微小管となる。
チューブリンには GTP 活性があり、β-チューブリンへの GTP の結合とその加水
分解によって、自己集合が進む末端と、解離が進む末端の二つの極性により、長
さが調節される。この反応は、コルヒチンやタキソールといった抗生物質で解離
促進や構造安定化される。 
 
・抗体 
	 幹から二つに枝分かれした、Y 字型の４本鎖構造を持ったタンパク質である。
枝の先に抗原結合部位を持ち、特定の分子を認識して結合する。抗原には、抗原
と強い特異性を持った抗体だけが結合する。抗原抗体反応により、多くの粒子が
結合し、凝集する事がある。 
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2.5 ポリマー形成を誘発するタンパク質インターフェイスのデザ
イン  
 
	 現在までに、タンパク質とある分子を結合させる研究や、タンパク質-タンパク
質間相互作用を理解し、強める研究は多く行われてきた[41], [42], [43], [44]。もし、
多様なタンパク質に導入可能な、タンパク質-タンパク質インターフェイスを作製
できれば、様々な利用法が広がると考えられる。また、その際、タンパク質の両
端にインターフェイスを導入すれば、タンパク質が一次元的に重合してポリマー
となった、タンパク質繊維の創出が期待できる。これを利用して、例えば、連続
した反応を行う酵素群をその機能を失わせずに繋げる事ができれば、触媒活性を
持ち反応効率の高い機能性繊維の創出が可能である。 
 
	 ここで、重合体やポリマーについて説明する。同じ単量体（モノマー）で構成
される重合体の接頭語は「ホモ」、異なる種類の単量体で構成されるポリマーの
接頭語は「ヘテロ」となる。特に、少数個の単量体のみで構成される重合体では、
構成する単量体の数で名前を変える。重合体を形成する単量体が 2（di）つ、3（tri）
つ、4（tetra）つと増えていくごとに、名前はダイマ （ーdimer）、トライマ （ーtrimer）、
テトラマー（tetramer）と続く。比較的少数（10 ~ 100 程度）の単量体で構成され
る重合体はオリゴマーと呼ぶ。ポリマーとは、単一または複数の単量体が、数珠
繋ぎの様に無数に重合して鎖状または網状の重合体を形成した構造である。単量
体が鎖状に重合した構造を、ホモポリマーと呼ぶ。共重合とは、二種類以上の単
量体による重合をさし、生成するポリマーを共重合体と呼ぶ。一般に、二種類以
上の単量体から成るポリマーを、コポリマーと呼び、重合鎖内の単量体の配列の
仕方によって幾つかに分類できる（Table. 2.1）。 
 
	 ポリマーを形成するようなタンパク質自己集合は、タンパク質の二分子結合か
ら始まる。タンパク質-タンパク質結合は、タンパク質表面に存在する、互いに相
補的な相互作用を引き起こすインターフェイスによって行われる。我々の目標は、
タンパク質分子間相互作用を、デザインしたインターフェイスの導入により誘発
させ、天然構造を保ったまま、タンパク質が自己集合した交互共重合体を作製す
る事である。 
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Table 2.1. 単量体の配列による重合体の分類。ダイマーには、同じ単量体が 2 つ
重合したホモダイマー、違う種類の単量体が 2 つ重合したヘテロダイマーがある。
3 つの単量体で構成される重合体をトライマー、4 つの単量体で構成される重合体
をテトラマーと呼ぶ。オリゴマーは有限個の単量体が重合している構造である。
ホモポリマーでは、単量体 A のみが無数に重合している。交互共重合体では、二
種類の単量体 A, B が交互に重合している。ランダム共重合体では、二種類の単量
体がランダムに重合している。ブロック共重合体では、同種の単量体がある程度
連続して重合している。グラフト共重合体では、幹となるホモポリマーの所々に、
枝のように他の重合体が重合している。三種類の単量体からなるポリマーをター
コポリマーと呼ぶ。一般的には、二種類以上の単量体からなるポリマーは共重合
体と呼ぶ事が多い。 
重合体の名称 単量体の配列の仕方 
ホモダイマー A-A 
へテロダイマー A-B 
トライマー X-X-X 
テトラマー X-X-X-X 
オリゴマー X-X-X-X-X-X-… (10~100 程度) 
ホモポリマー (Homopolymer) -A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- 
交互共重合体 (Alternating copolymers) -A-B-A-B-A-B-A-B-A-B- 
ランダム共重合体 (random copolymers) -B-A-B-A-A-A-B-B-A-A- 
ブロック共重合体 (Block copolymers) -A-A-A-A-A-B-B-B-B-B- 
グラフト共重合体 (Graft copolymer) -A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- 
      |      | 
   -B-B     B-B-B-B-B- 
ターコポリマー (tercopolymer) -A-B-C-A-C-B-A-B-C-B- 
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 これまでに報告されている、タンパク質表面を新規にデザインして、実際にタ
ンパク質をポリマー化させた研究例は以下に説明する[45]- [51]。 
 
	 α-ヘリックス 2 本が平行に結合した、コイルドコイルモチーフは、主にヘリッ
クス間の疎水性アミノ酸による疎水性相互作用によって安定化している。Pandya
らは、単独で一本のαヘリックスを形成するアミノ酸配列を使って、二種類の変
異型ペプチドを作製した。一つは、N 末端側に２つの負電荷アミノ酸を、C 末端
側に２つの正電荷アミノ酸を導入したペプチドで、もう一つは N 末端側に２つの
正電荷アミノ酸を、C 末端側に２つの負電荷アミノ酸を導入したペプチドである。
この二種類のペプチドを 100 µM で混合させると、正と負の電荷アミノ酸が規則
正しく表面に露出したオリゴマーがまず形成され（図 2.1）、このオリゴマーが
更に静電相互作用によって自己集合し、nm スケールの繊維が形成される事を筆
者らは示した[45]。 
 
図 2.1.	 二種類のペプチドで構成されたオリゴマーのコンピュータモデル。（a）
黄（N 末端側）~赤（C 末端側）のαヘリックスと、青（N 末端側）~水（C 末端
側）のαヘリックスが疎水性アミノ酸を内側に重合する。（b）表面に、導入した
電荷アミノ酸が規則正しく配置され、この静電相互作用によってオリゴマー同士
が自己集合すると考えられる。 
 
	 Dong らは、一本のαヘリックスに複数の電荷アミノ酸を導入した。このαヘリ
ックスは、Pandya らの研究と同様に、疎水性相互作用でコイルドコイルを形成し、
そのコイルドコイルが静電相互作用によって更に重合する(図 2.2（a）)。この重
合は pH 依存性であった(図 2.2（b, c）)。更に Dong らは、電荷アミノ酸の数を変
える、チロシンを導入したαヘリックスを混ぜる(図 2.2（d）)、等の方法で、形
成される繊維の構造を変化させられる事を示した[46]。  
Circular Dichroism Spectroscopy. Consistent with our
design, neither SAF-p1 nor SAF-p2 was highly structured
in aqueous solution at pH 7 and 5 °C (Figure 3). However,
when mixed in equal proportions, to give the fiber-producing
mixture, the circular dichroism (CD) spectrum changed and,
moreover, was markedly different from the theoretical
spectrum generated by averaging the spectra for the isolated
peptides. CD spectra for R-helical structures are characterized
by intense minima at 208 and 222 nm. These features,
particularly the signal at 222 nm, were pronounced in the
spectra of the SAF mixtures, but were much less evident in
the spectra of the individual peptides (Figure 3a,b). The shape
and intensity of spectra from 100 µM fiber-producing
mixtures (SAF-p1 and SAF-p2) also changed with time
(Figure 3b). Spectra recorded immediately after mixings
dubbed “fresh” samplessdisplayed some R-helical structure.
However, after incubating the mixture for 1 h at 5 °Cs
“maturation”sthe signal at 222 nm doubled in intensity while
the signal at 208 nm remained almost unaltered. This may
appear inconsistent with R-helical proliferation. However,
the red shifting and dampening of signal toward lower
wavelengths in spectra that we observed is most probably
due to light scattering and flattening distortions that are
commonly seen in particulate systems (35). We note that
similar effects have been observed during the self-assembly
of RecA (36). In this case, the authors report an increase in
turbidity of the RecA solution upon association. Indeed, in
our case, the changes in the CD spectra for 100 µM fiber-
producing mixtures were accompanied by slight clouding of
the solution. Brief centrifugation of these mixtures after
maturation established that the CD signal derived largely
from the suspended material. In addition, and as expected
for a multimerization event, we found that the magnitude of
the mature CD signal depended on peptide concentration; a
fiber-producing mixture with 100 µM of each peptide gave
a much stronger signal than a 10 µM mixture (Figure 3a,b).
As a control, SAF-p3 (the permutation of SAF-p1) was
designed to form a blunt-ended heterodimer with SAF-p1
that should not assemble further into fibers. 100 µMmixtures
of SAF-p2 and SAF-p3 were analyzed by sedimentation
equilibrium in the analytical ultracentrifuge. The resulting
data were best fitted assuming a single ideal species in
solution, and the molecular weight was allowed to vary
during the fit. An Mr of 6422 (with 95% confidence limits
of 5924 and 6911) was obtained, which is very close to the
expected heterodimer value of 6303 calculated from mass
spectrometry of the individual peptides. CD spectra for 100
µM fiber-producing mixtures (SAF-p1 with SAF-p2), and
for blunt dimer-producing mixtures (SAF-p2 with SAF-p3),
are shown in Figure 3c. For the blunt dimer-producing
mixture, the shape and intensity of the CD spectrum were
fully consistent with coiled-coil formation as designed. In
contrast to the fiber-producing mixtures, the blunt dimer-
producing mixtures showed no signs of maturation; that is,
negligible spectral changes and no clouding of solutions
occurred upon incubation. Interestingly, the intensity of the
minimum near 222 nm, which is an accepted indicator of
R-helical structure and degree of R-helical folding, was
similar for both mixtures. This strongly supports the forma-
tion of R-helical structure as designed in the fiber-producing
mixtures despite the spectral shifts observed upon maturation.
Linear Dichroism Spectroscopy. The CD data described
above were consistent with the SAF design and suggested
the formation of large R-helical assemblies. To test if
elongated structures were being formed as designed, we
utilized linear dichroism (LD) spectroscopy. Long polymers
such as duplex DNA with g1000 base pairs can be oriented
FIGURE 2: Computer modeling of the designed self-assembling
fiber. (a) SAF-p1 (colored yellow-to-red from the N- to the
C-terminus) and SAF-p2 (colored blue-to-cyan from the N- to the
C-terminus) interact through core residues including asparagine pairs
(colored green) to form the two strands of a staggered, parallel,
coiled-coil fiber. (b) Negatively charged glutamate side chains
(colored red) and positively charged lysine side chains (colored
blue) form complementary charge interactions between SAF
peptides. For clarity in this panel, both SAF peptides are shaded
dark to light gray from their N-terminus to the C-terminus. FIGURE 3: Spectroscopic evidence for the formation of high-orderhelical structures by the SAF peptides. (a) Circular dichroism (CD)
spectra at 10 µM for SAF-p1 (- -), SAF-p2 (---), the average of
these spectra (s), and the experimental SAF peptide mixture (O).
(b) CD spectra for SAF-p1 and SAF-p2 at 100 µM. The key is the
same as for part a, but with an additional spectrum (b) for the
SAF peptide mixture after “maturation” for 1 h. (c) CD spectra of
matured fiber-producing (SAF-p1 with SAF-p2) (b), and blunt-
dimer producing (SAF-p2 with SAF-p3) (O) mixtures at 100 µM.
(d) CD spectra for SAF-p1 and SAF-p2 at 100 µM in 0.5 M KF;
the key is the same as for part a. For clarity, only a fraction of the
experimental data points are highlighted by the symbols (b) and
(O).
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図 2.2. （a）αヘリックスが二量体化してコイルドコイルを形成し、さらに束に
なって伸張するメカニズム。同じペプチドが、4 mM, pH 3.3 の条件で自己集合し
た場合（b）と、0.4 mM, pH 3.5 で自己集合した場合（c）。チロシンを含んだペ
プチドが 3.995 mM, pH 3.3 で自己集合した場合（d）。 
 
	 Grueninger らは、コンピューターを利用して、疎水性相互作用だけでタンパク
質-タンパク質結合を誘導する、疎水性からなるインターフェイスをデザインした
[47]。この手法では、オリゴマー化を誘発させるインターフェイスとしては約 1000 
Å2 以上の面積が必要である。また、インターフェイス内には、水素結合やイオン
結 合 を 誘 発 す る ア ミ ノ 酸 は 必 要 な い と し て い る 。 筆 者 ら は 、
L-rhamnulose-1-phosphate aldolase（Rua）タンパク質の両端（head と tail）にイン
ターフェイスを導入し、ナノ繊維状の凝集を得る事に成功した（図 2.3）。 
 
図 2.3.	 4 量体を形成する Rua タンパク質（a）。Rua タンパク質を二分子結合さ
せるインターフェイスを top 部位（b）と tail 部位（c）にそれぞれ設計できた。
インターフェイスを top 部位と tail 部位の両端に導入すると、nm スケールのタン
パク質繊維が観察された（d）。  
equilibrium model function by nonlinear least-squares method
provided by UltraScan software.
Results and Discussion
Peptides were induced to self-assemble by lowering the
solution pH to 3.5, thereby neutralizing the glutamic acid side
chains. The nanostructures resulting from the self-assembly
process were examined by vitreous ice cryo-TEM. The second-
ary structure associated with the formation of nanostructures
was examined by circular dichroism polarimetry (CD) and FT-
IR. Although CD and FT-IR both showed R-helical secondary
structure for peptide 1 at 0.1 wt% and 1 wt% (equal to 0.4 mM
and 4 mM respectively) as characterized by the double minima
at 208 and 222 nm in the CD spectrum and strong 1652 cm-1
absorbance in the IR spectrum (Figure SI-1, Supporting
Information), the nanostructure revealed by TEM was signifi-
cantly different between the two concentrations. As shown in
Figure 1a and Figure SI-2, Supporting Information, cryo-TEM
at 1 wt% revealed a hierarchical organization of bundles of
fibrils with 4 nm diameter. Dilution of peptide 1 to 0.1 wt%
resulted in fiber unbundling. At this lower concentration cryo-
TEM showed individually isolated fibrils with diameters of 4
nm (Figure 1b). This indicates that the addition of positively
charged amino acids in the peripheral region appears to have
successfully prevented lateral aggregation or “ripening” of fibrils
under diluted condition through electrostatic repulsion. When
the concentration is below 0.1 wt%, no fibers of any kind could
be observed (data not shown).
Assuming the nanofibrous structure observed at 0.1 wt%
illustrates the minimal level of hierarchy in nanofiber organiza-
tion, and because there are no design features in the primary
sequence to promote sticky ended assembly, we propose an
alternative mechanism for fiber formation. We propose that
traditional blunt ended coiled coils are formed (Figure 2b) which
above a minimum concentration associate with one another in
an offset pair of coiled coils (Figure 2c). This serves as a
nucleation point for fiber formation.
Such an organization allows the propagation of nanofibers
in the axial direction without preforming a sticky ended dimer
dictated by peptide primary sequence and reflects an alternative
way to generate coiled coil based nanofibers. In fact, the peptide
tetramer composed of side by side packed coiled coil dimers
has been previously observed by Kim et al.29 in 2001 in a
synthetic heterodimeric coiled coil. Their crystal structure
indicated three copies of the dimer per asymmetric unit (protein
data bank id: 1kd8, see Figure SI-12, Supporting Information
for illustration). Two copies are in close contact with one another
by means of noncovalent interaction between residues found
both in the peripheral (positions b, c, f) and the electrostatic
(positions e, g) regions, giving rise to an antiparallel association
of dimeric coiled coils approximately 3.7 nm in diameter. This
is in good agreement with the dimensions of coiled coil fibrils
we have observed by cryo-TEM (4 nm, Figure 1). Figure 2d
shows a cartoon of the minimum fibril structure with a 3.7 nm
diameter.
It has been reported in the literature that R-helical fibers can
be created both from R-helices oriented parallel to the fiber
axis10 and R-helices oriented perpendicular to the fiber axis.30
To differentiate these possibilities, we have performed oriented
FT-IR measurements similar to those performed on other self-
assembling peptide fibers.26,31-33 These results demonstrate
conclusively that the fibers are composed of R-helices (amide
I at 1652 cm-1) and that these R-helices are oriented parallel
to the fiber axis. (see supplementary Figure SI-11, Supporting
Information).
(29) Keating, A. E.; Malashkevich, V. N.; Tidor, B.; Kim, P. S. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 2001, 98, 14825–14830.
(30) Lazar, k. L.; Miller-Auer, H.; Getz, G. S.; Orgel, J. P. R. O.; Meredith,
S. C. Biochemistry 2005, 44, 12681–12689.
(31) Kim, H. S.; Hartgerink, J. D.; Ghadiri, M. R. J. Am. Chem. Soc. 1998,
120, 4417–4424.
(32) Paramonov, S. E.; Jun, H. W.; Hartgerink, J. D. J. Am. Chem. Soc.
2006, 128, 7291–7298.
(33) Dong, H.; Paramonov, S. E.; Aulisa, L.; Bakota, E. L.; Hartgerink,
J. D. J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 12468–12472.
Figure 1. Cryo-TEM image of peptide 1 at (a) 1 wt% (4 mM) and pH 3.3
and (b) 0.1 wt% (0.4 mM) and pH 3.5.
Figure 2. Proposed mechanism of self-assembly into nanofibers.
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equilibrium model function by nonlinear least-squares method
provided by UltraScan software.
Results and Discussion
Peptides were induced to self-assemble by lowering the
solution pH to 3.5, thereby neutralizing the glutamic acid side
chains. The nanostructures resulting from the self-assembly
process were examined by vitreous ice cryo-TEM. The second-
ary structure associated with the formation of nanostructures
was examined by circular dichroism polarimetry (CD) and FT-
IR. Although CD and FT-IR both showed R-helical secondary
structure for peptide 1 at 0.1 wt% and 1 wt% (equal to 0.4 mM
and 4 mM respectively) as characterized by the double minima
at 208 and 222 nm in the CD spectrum and strong 1652 cm-1
absorbance in the IR spectrum (Figure SI-1, Supporting
Information), the nanostructure revealed by TEM was signifi-
cantly different between the two concentrations. As shown in
Figure 1a and Figure SI-2, Supporting Information, cryo-TEM
at 1 wt% revealed a hierarchical organization of bundles of
fibrils with 4 nm diameter. Dilution of peptide 1 to 0.1 wt%
resulted in fiber unbundling. At this lower concentration cryo-
TEM showed individually isolated fibrils with diameters of 4
nm (Figure 1b). This indicates that the addition of positively
charged amino acids in the peripheral region appears to have
successfully prevented lateral aggregation or “ripening” of fibrils
under diluted condition through electrostatic repulsion. When
the concentration is below 0.1 wt%, no fibers of any kind could
be observed (data not shown).
Assuming the nanofibrous structure observed at 0.1 wt%
illustrates the minimal level of hierarchy in nanofiber organiza-
tion, and because there are no design features in the primary
sequence to promote sticky ended assembly, we propose an
alternative mechanism for fiber formation. We propose that
traditional blunt ended coiled coils are formed (Figure 2b) which
above a minimum concentration associate with one another in
an offset pair of coiled coils (Figure 2c). This serves as a
nucleation point for fiber formation.
Such an organization allows the propagation of nanofibers
in the axial direction without preforming a sticky ended dimer
dictated by peptide primary sequence and reflects an alternative
way to generate coiled coil based nanofibers. In fact, the peptide
tetramer composed of side by side packed coiled coil dimers
has been previously observed by Kim et al.29 in 2001 in a
synthetic heterodimeric coiled coil. Their crystal structure
indicated three copies of the dimer per asymmetric unit (protein
data bank id: 1kd8, see Figure SI-12, Supporting Information
for illustration). Two copies are in close contact with one another
by means of noncovalent interaction between residues found
both in the peripheral (positions b, c, f) and the electrostatic
(positions e, g) regions, giving rise to an antiparallel association
of dimeric coiled coils approximately 3.7 nm in diameter. This
is in good agreement with the dimensions of coiled coil fibrils
we have observed by cryo-TEM (4 nm, Figure 1). Figure 2d
shows a cartoon of the minimum fibril structure with a 3.7 nm
diameter.
It has been reported in the literature that R-helical fibers can
be created both from R-helices oriented parallel to the fiber
axis10 and R-helices oriented perpendicular to the fiber axis.30
To differentiate these possibilities, we have performed oriented
FT-IR measurements similar to those performed on other self-
assembling peptide fibers.26,31-33 These results demonstrate
conclusively that the fibers are composed of R-helices (amide
I at 1652 cm-1) and that these R-helices are oriented parallel
to the fiber axis. (see supplementary Figure SI-11, Supporting
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Figure 1. Cryo-TEM image of peptide 1 at (a) 1 wt% (4 mM) and pH 3.3
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equilibrium model fun tion by nonlinear least-squares method
provided by UltraScan software.
Results and Discussion
Peptides were induced to self-assemble by lowering the
solution pH to 3.5, thereby neutralizing the glutamic acid side
chains. The nanostructures resulting from the self-assembly
process were examined by vitreous ice cryo-TEM. The second-
ary structure associated with the formation of nanostructures
was examined by circular dichroism polarimetry (CD) and FT-
IR. Although CD and FT-IR both showed R-helical secondary
structure for peptide 1 at 0.1 wt% and 1 wt% (equal to 0.4 mM
and 4 mM respectively) as characterized by the double minima
at 208 and 222 nm in the CD spectrum and strong 1652 cm-1
absorbance in the IR spectrum (Figure SI-1, Supporting
Information), the nanostructure revealed by TEM was signifi-
cantly different between the two concentrations. As shown in
Figure 1a and Figure SI-2, Supporting Information, cryo-TEM
at 1 wt% revealed a hierarchical organization of bundles of
fibrils with 4 nm diameter. Dilution of peptide 1 to 0.1 wt%
resulted in fiber unbundling. At this lower concentration cryo-
TEM showed individually isolated fibrils with diameters of 4
nm (Figure 1b). This indicates that the addition of positively
charged amino acids in the peripheral region appears to have
successfully prevented lateral aggregation or “ripening” of fibrils
under diluted condition through electrostatic repulsion. When
the concentration is below 0.1 wt%, no fibers of any kind could
be observed (data not shown).
Assuming the nanofibrous structure observed at 0.1 wt%
illustr tes the minim l level of hierarchy in nanofiber organiza-
tion, and because there are no design features in the primary
sequence to promote sticky ended assembly, we propose an
alternative mechanism for fiber formation. We propose that
traditional blunt ended coiled coils are formed (Figure 2b) which
above a minimum concentration associate with one another in
an offset pair of coiled coils (Figure 2c). This serves as a
nucleation point for fiber formation.
Such an organization allows the propagation of nanofibers
in the axial direction without preforming a sticky ended dimer
dictated by peptide primary sequence and reflects an alternative
way to generate coiled coil based nanofibers. In fact, the peptide
tetramer composed of side by side packed coiled coil dimers
has been previously observed by Kim et al.29 in 2001 in a
synthetic heterodimeric coiled coil. Their crystal structure
indicated three copies of the dimer per asymmetric unit (protein
data bank id: 1kd8, see Figure SI-12, Supporting Information
for illustration). Two copies are in close contact with one another
by means of noncovalent interaction between residues found
both in the peripheral (positions b, c, f) and the electrostatic
(positions e, g) regions, giving rise to an antiparallel association
of dimeric coiled coils approximately 3.7 nm in diamet r. This
is in good agreement with the dimensions of coiled coil fibrils
we have observed by cryo-TEM (4 nm, Figure 1). Figure 2d
shows a cartoon of the minimum fibril structure with a 3.7 nm
diameter.
It has been reported in the literature that R-helical fibers can
be created both from R-helices oriented parallel to the fiber
axis10 and R-helices oriented perpendicular to the fiber axis.30
To differentiate these possibilities, we have performed oriented
FT-IR measurements similar to those performed on other self-
assembling peptide fibers.26,31-33 These results demonstrate
conclusively that the fibers are composed of R-helices (amide
I at 1652 cm-1) and that these R-helices are oriented parallel
to the fiber axis. (see supplementary Figure SI-11, Supporting
Information).
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The key parameter co trolling fiber formation in our system
is concentration. Several samples of peptide 1 prepared at
different concentration were examined by cryo-TEM and only
when the concentration is above 0.1 wt% are fibers present. At
high concentrations the small fibrils bundle into fibers with much
larger diameter (Figure 2e). At lower concentration, equilibrium
lies in favor of soluble, dimeric coiled coils. Although we are
proposing an alternative mechanism of fiber formation, it should
be noted that this is not in conflict with the sticky ended coiled
coil mechanism proposed by Woolfson but simply shows an
alternative route to fiber formation which may be applicable to
a wide range of coiled coils at high co centrations. Fi er
formati n at lower conce tratio (for example 100 µM in
contrast with 400 µM in our system) can be achi ved in systems,
such as the SAF peptides developed by Woolfson’s group,10 in
which sticky ends re designed to favor the elongation of
nanofibers.
Additional p tides were synthesized and tested for their
ability to form nanofibers as peptide concentration changes. As
with peptide 1, peptide 2 and 3 formed hydrogels at 1 wt% at
acidic pH, where the glutamic acids are fully neutral zed to avoid
charge repulsion between adjacent helices. Figure 3a shows the
reversible formation and dissolution of a self-supporting gel
formed by peptide 2 (peptide 1 under the same condition formed
transparent hydrogels which are difficult to photograph). Self-
assembly was triggered by the addit n of concentrated HCl
vapor and disassembly was accomplished by neutralization with
ammonium hydroxide. The gels were examined by vitreous ice
cryo-TEM revealing formation of large quantities of fibers with
∼20 nm diameter, as shown in Figure 3b.
Gel samples were deposited and dried onto a diamond surface
and examined by attenuated total reflection (ATR) FT-IR to
identify the secondary structure involved in the formation of
s lf-assemb ed nanofibers. As shown in Figure SI-3, Supporting
Information, a major peak at 1650 cm-1 appeared in amide I
b nd for peptide 2, indicating the presence of R helical
secondary structure as opposed to ! sheets or random coils.
CD (Figure SI-4, Supporting Information) also revealed a
spectrum characteristic of R helical organization with double
minima at 208 and 222 nm, respectively. At low concentration,
the helical structure remains, but fibers do not form (Figure SI-
7, Supporting Information). For peptide 2, only thick fiber
bundles were observed even at a concentration at which peptide
1 forms very thin fibers. The diameter of these fibers is much
larger than what we expect for two units of coiled coil dimers.
These large 20 nm bundles are likely due to lateral association
of individual coiled coil fibrils, similar t previously reported
syst ms10,13,18,34 where nanofibers built from coiled coil peptides
were shown to agg egate into thicker fibers in a 3D hexagonal
lattice.35 We believe fiber ripening, in our case, is a process
facilitated by the noncov l nt interactions between hydrophilic
residues (glutam n and serine) occupying peripheral positions
and/or neutral zed glutamic acid from the electrostatic region
between neighboring fibrils. Whereas in the case of peptide 1,
at 0.1% by weight, fibrils are limited to a 4 nm diameter due to
the charge repulsion betw en lysine residues in the b, c, or f
po itions. The distinction in fiber bundling seen with peptide 1
and peptide 2 indic tes the critical importance of residues in
the peripheral region in controlling the nanoarchitecture of coiled
co l nanofibers.
It has been dem strated that peptides forming !-sheets
xhibit similar fiber morphologies as shown in Figure 1.33,36
Furthermore, R-helical peptides have been shown to convert to
!-sh et nanofibers over time or under adverse conditions.25,26
To exclude the possibility of !ι sheet formation in the self-
assembly and fibril formation, extensive studies focusing on
secondary structures as observed by CD and IR have been
carried out to exclude !-sheet nanofiber formation across a wide
concentration range (0.1 wt% - 1 wt%). In previous studies,
!-sheet formation has been shown to be accelerated by increased
concentration, long time of incubation and high temperature.
To stress test, peptide 1 at 1 wt% was subject to 95 °C for half
an hour before being cooled down to room temperature. CD
showed unfolding at high te perature and refolding to R-helix
(with no ob ervable !-sheet formation) when the temperature
was lowered (Figure SI-8c and SI-8d, Supporting Information).
FT-IR spectra were then acquired after drying onto a diamond
surface. Both nonheated and heated samples indicated R-helices
as the predominant species (Figure SI-8a, Supporting Informa-
tion). Similar heating and drying experiments were performed
on peptide 2 (SI-8b) which also found no formation of !-sheet.
An alternative explanation is that a soluble fraction of the peptide
suspension was contributing to the R-helical signal and masking
an underlying !-sheet signal. To eliminate this possibility the
gel formed by peptide 2 was centrifuged at 13 000g for 8 min
separating it into a fully soluble and clear supernatant and a
white pellet. These were then examined separately by CD, FT-
IR and cryo-TEM to characterize each fraction. As indicated
(34) Melnik, T. N.; Villard, V.; Vasiliev, V.; Corradin, G.; Kajava, A. V.;
Potekhin, S. A. Protein Eng. 2003, 16, 1125–1130.
(35) Papapostolou, D.; Smith, A. M.; Atkins, E. D. T.; Oliver, S. J.;
Ryadnov, M. G.; Serpell, L. C.; Woolfson, D. N. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 2007, 104, 10853–10858.
(36) Lamm, M. S.; Rajagopal, K.; Schneider, J. P.; Pochan, D. J. J. Am.
Chem. Soc. 2005, 127, 16692–16770.
Figure 3. (a) Gel formation and dissolution with treatment of concentrated
HCl and NH4OH vaper. (Upper) from left to right, peptide 2 dissolved in
water at a concentration of 1 wt% (4.065 mM) at pH 9 is exposed to HCl
vapor. (Lower) Gel formed upon acidification is treated with ammonia
hydroxide leading to fully dissolution. (b) Cryo-TEM image of nanofibers
formed by gelated peptide 2.
Figure 4. Cyro TEM image of (a) peptide 3 and (b) peptide 4 at 1 wt%
(3.995 mM for peptide 3 and 3.938 mM for peptide 4) and pH 3.3.
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sidechains,theside-chainmobilitydescribespart
oftheentropyreductionrequiredforassociations
(21,22).Therefore,ifpossible,mobileside
chainshavetobeidentifiedandeliminated.Be-
causethemobilityofasidechaindependsonits
environment,itsderivationfromasinglecrystal
structureisdifficult.However,fortheenzyme
L-rhamnulose-1-phosphatealdolase(Rua)(23)10
high-resolutioncrystalstructureswithdifferent
packingarrangementsareavailable(24).Within
thisgroup,wecomparedtheside-chaintorsion
anglesc
1
andc
2
foreachrelevantresidue,
derivedtheangularspreadinthe10structures,
anddefineditastheside-chainmobility(24).The
resultingmobilitydistributionoverthesurface
containedsurprisinglyfewhotspots(Fig.1B).
Unfortunately,itwasnotavailablewhenwe
designedourcontacts,butwewereabletouseit
fortheassessmentofanunexpectedcontact(see
below).
Theproductionofhomooligomerswastried
atincreasinglevelsofsymmetry.Inourattempt
tomakedimersofmonomeric6-phospho-b-
galactosidase(Pga)(25),weenrichedtwocrystal
contactsacrosslocaltwofoldaxes(Fig.1,Cand
D)withnonpolarresidues.Inordertodesign
tetramersfromdimericO-acetylserinesulfhydry-
lase(Oas)(26)andurocanase(Uro)(27),we
alignedthedimersalongtheirmolecularaxesand
performedaone-dimensionalsearchalongthe
relativerotationangle(fig.S4),whichyielded
twosuitableorientationsforOasandoneforUro
(Fig.1,EtoG).ThesamewascarriedoutforRua
(23)anditsmolecularfourfoldaxis(Fig.1Hand
fig.S4B).Thealignmentalonganaxisallows
threearrangementsofthecontactingpartners,
whichwedesignatedhead-head,tail-tail,and
head-tail(equalstail-head),defininganarbitrary
endasthehead.WithOasandUro,weperformed
onlyatail-tailassociation,whereasallthreetypes
ofassociationwereassayedwithRua.TheD
8
-
symmetrictail-tailassociationofanengineered
fragmentofthemycobacterialporinMspA(Myp)
(28)wasfullyunexpected.
GuidedbyoneofthecrystalcontactsofPga,
weproducedthetwomutantsPga-AandPga-B
(24)thatyieldedabout3%dimer,asshownby
size-exclusionchromatography(SEC)anddynam-
iclightscattering(DLS)(Fig.2AandTable1).
ThePga-Adimerwasstableinrechromatogra-
phyandinDLS.Crystallizationattemptsofthe
dimerfractionfailed.Thesingledimerpeakin
therechromatography(Fig.2A)demonstrated
thattheobtaineddimerwasstable.Itsstructureis
certainlysimilartothatshowninFig.1Cbecause
thecontactisdefinedbytheappliedmutations.
Followingtheothercrystalcontact,wecon-
structedthetwomutantsPga-CandPga-D(24)
thatresultedinabout50%dimer(Fig.2B).
Fig.1.Designofproteinassemblies
(24).Theproteinsin(C)to(H)are
depictedasthick-linedCaplotsat
variousscaleswithmutatedresidues
ascoloredspheres.(A)Sketchofan
asymmetricinterfacebetweenpatches
aandb,which,ingeneral,givesriseto
aninfinitehelix(top).AC
2
-symmetric
interfacealsobetweenpatchesaandb
doublesthenumbersofcontactsand
formsaglobularcomplex(bottom).
Alongthesamelines,thereportedD
2
,
D
4
,andD
8
oligomershave4-,8-,and
16-foldcontacts,respectively(fig.S4).
(B)Side-chainmobilityoftheC
4
-
symmetricRua,color-codedfrom0°
(blue)to90°(red)angularspreadin
thetorsionanglesc
1
andc
2
(24).The
C-andN-terminaldomainsareatthe
topandbottom,respectively.(C)Pga-
Aand-Bdesignedincrystalcontact
a-a(25).(D)Pga-Cand-Ddesigned
incrystalcontactf-f(25).(E)Oas-A
and-BplannedasaD
2
tetramerata
rotationangleof86°aroundacom-
monmoleculartwofoldaxis(vertical).
(F)Oas-CdesignedasaD
2
tetramer
atanalternativerotationangleof
29°.(G)DesignedD
2
tetramerof
Uro-Aaroundacommonmolecular
twofoldaxis(vertical).Thedesigned
contactisbetweentheNAD
+
-bindingdomains(residues142to343),whicharegiveninlighterhues.(H)DesignedoctamericRua-Dwithahead-headcontact.
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2
2
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2
2
2
G
2
C
2
2
4
H
2
D A
a
a
a
a
a
b
b
b
b
b
2
Table1.Protein-proteinassociations(24).Doubleprimeentriesindicatethesameentryasinthe
lineabove;dashentriesindicatethatasmallnumberofexperimentswereunsuccessful;none
meansnosuccessinaverylargenumberofexperiments.
Protein
Native
number
of
residues
Designed
(observed)total
contactarea
(Å
2
)
Newlyintroduced
residues
Oligomer
fraction
(%)
Observedoligomer
SECDLSCrystal
Pga-A1×468750Phe
2
322–
Pga-D″860Phe
2
,Trp,Met5622none
Oas-A2×3031080Asn,Thr,Ile,Val644–
Oas-C″1200Asn
2
,Ile,Leu
2
5442
Uro-A2×5571760(1570)Ile
2
,Ala80444
Rua-A4×2743060(4040)Phe100888
Rua-B″3250(1970)Tyr100888
Rua-D″1410Trp,Ser60884
Rua-E″4470Phe,Trp,Ser100polypolyfiber
Myp-A8×184(2480)52-deletion10016–16
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Both dimers were stable in rechromatography
and in DLS (Table 1). However, neither of them
yielded crystals, although a total of 24 mg of
dimer was used in crystallization screens. Again,
the dimer structure is most likely close to that of
Fig. 1D.
On the basis of the molecular twofold axis of
nativeOas, we designed aD2-symmetric tetramer
by axis alignment and rotation angle adjustment.
We chose a tail-tail association and constructed
the three mutants Oas-A, -B, and -C (24) for as-
sociation at rotation angles of 86° and 29° (Fig. 1,
E and F). The obtained t tramer fracti ns ranged
around 6% (Fig. 2C). For all threemutants, rechro-
matography resulted in pure tetramers, indicating
that they were stable, and adopted structures sim-
ilar to those of Fig. 1, E and F, as defined by the
positions of themutations.We produced a total of
35 mg of tetramers, which we used in various
crystallization screens. These attempts yielded a
number of initial crystals. Among them, one O s-
C crystal form grew to sizes suitable for an x-ray
analysis. Unfortunately, it contai ed only dimers
(Table 1 and tables S1 and S2).
With Uro we followed the same approach as
with Oas. We chose a tail-tail association at the
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) do-
mains and found a suitable rot ti n angle of 65°
(Fig. 1G).We introduced two small nonpolar side
chains in place of wo polar side ch ins nd ad-
justed one nonpolar side chain in order to im-
prove the fit. The resulting mutant, Uro-A,
formed a tetramer fracti n of 80% or more (Fig.
2D). The purified tetramer was stable in SEC and
DLS (Table 1). It was crystallized, and the struc-
ture was established at high resolution (24). The
actual tetr mer followed th design in general
terms (Fig. 3A). A alysis showed th t the two
observed contacts between the four NAD+ do-
mains were nearly identical, which confirmed
that they were highly specific. However, the con-
tact that was actually produced deviated from that
which was designed by a r lative shift of about
1.5 Å between the contact partners, and th s shift
was i compatibl with the designed D2 symme-
try (Fig. 1G).
Apparently, the d signed contact was so
strong that this incompatibility caused a disrup-
tion of the associated protei s themselv rather
than preventing contact formati n. The observed
new contact caused two of the four NAD+ do-
mains to be lifted off the pr tei co s, one in
each dimer. This was unexpected b cause the
native contact area between core an NAD+
domain was much larg r than th newly formed
interface. As a o seq ence, the desig d global
D2 sym etry broke p into four local C2 sym-
metrie , the axes of which were tilted by about
10° and d splaced by about 2 Å n el tion to the
D2 d sign (Fig. 3A). However, he tetramer kept
a globalC2 symmetry defined by he twofold axis
pointing toward the viewer.
Rua is a C4-symmetric tetra er that is asso-
ciated via its C-terminal domains, whereas its N-
t rminal domai s dangle like tails into th solvent
(Fig. 1H).We designed theD4-sym etric tail-tail
complexes Rua-A, Rua-B, and Rua-C with inter-
di itati g tails and very large interfaces (Table
1 and table S1). Given the contact multiplicity of
8 for the design, single point m tations in Rua-A
and -B and a double mutation in Rua-C sufficed
to yield 100% octamer in SEC and DLS (Fig.
2E).Moreover, all threemutants crystallized. The
high-resolution structures showed that Rua-A
formed the desig ed octamer (Fig. 3B), whereas
Rua-B formed an octamer with displaced four-
fold axes (Fig. 3C) and Rua-C dissociated into
tetramers during crystallization (24). Surprising-
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Fig. 2. SEC of modified and native proteins
(24). Each peak is labeled with its apparent mass
(kD). Initial runs are given in solid lines,
rechromatographed fractions in dashed lines,
and standards in dotted lines. (A) Pga-A with
monomer and covalent-dimer standard (24). (B)
Pga-D with monomer and covalent-dimer stan-
dard (24). (C) Oas-A with rechromatographed
tetramer and dimer. (D) Uro-A with wild-type
standard. (E) Rua-A and Rua-E (dash-dot line)
with wild-type standard. The Rua-B and Rua-C
distributions were identical to that of Rua-A. (F)
Hexadecameric Myp-A with octameric Myp-B as
standard (24).
A B C
FED
2
2 2 2
2
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4
Fig. 3. Established oligomer structures (24). All mutations are marked by purple spheres. (A) Crystal
structure of C2-symmetric Uro-A showing the twofold molecular symmetry axis (red) and four local twofold
axes relating the cores (darker colors) and the NAD+ domains (light colors) to their counterparts. The
interface between core and NAD+ domains was broken in the lower left and upper right chains. (B) D4-
symmetric octamer Rua-A. (C) C2-symmetric octamer Rua-B. (D) Negatively stained electron micrograph
of Rua-E showing the fiber association and a Rua-A octamer (B) at the scale defined by the box edge. (E)
Native mycobacterial porin (28). The encircled membrane-immersed part was deleted, giving rise to Myp-
A. (F) D8-symmetric association of two Myp-A molecules (top and bottom ring). The positions of the 52-
residue deletions are marked by red spheres (fig. S1D).
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side chains, the side-chainmobility describes part
of the entropy reduction required for associations
(21, 22). Therefore, if possible, mobile side
chains have to be identified and eliminated. Be-
cause the mobility of a side chain depends on its
environment, its derivation from a single crystal
structure is difficult. However, for the enzyme
L-rhamnulose-1-phosphate aldolase (Rua) (23) 10
high-resolution crystal structures with different
packing arrangements are available (24). Within
this group, we compared the side-chain torsion
angles c1 and c2 for each relevant residue,
derived the angular spread in the 10 structures,
and defined it as the side-chainmobility (24). The
resulting mobility distribution over the surface
contained surprisingly few hot spots (Fig. 1B).
Unfortunately, it was not available when we
designed our contacts, but we were able to use it
for the assessment of an unexpected contact (see
below).
The production of homo oligomers was tried
at increasing levels of symmetry. In our attempt
to make dimers of monomeric 6-phospho-b-
galactosidase (Pga) (25), we enriched two crystal
contacts across local twofold axes (Fig. 1, C and
D) with nonpolar residues. In order to design
tetramers from dimericO-acetylserine sulfhydry-
lase (Oas) (26) and urocanase (Uro) (27), we
aligned the dimers along their molecular axes and
performed a one-dimensional search along the
relative rotation angle (fig. S4), which yielded
two suitable orientations for Oas and one for Uro
(Fig. 1, E toG). The samewas carried out for Rua
(23) and its molecular fourfold axis (Fig. 1H nd
fig. S4B). The alignment along an axis allows
three arrangements of the contacting partn rs,
which we designated head-head, tail-tail, and
head-tail (equals tail-head), defining an arbitrary
end as the head.With Oas and Uro, we performed
only a tail-tail association, whereas all three types
of association were assayed with Rua. The D8-
symmetric tail-tail association of an engineered
fragment of th mycobacterial porinMspA (Myp)
(28) was fully unexpected.
Guided by one of the crystal contacts of Pga,
we produced the two mutants Pga-A and Pga-B
(24) that yielded about 3% dimer, as shown by
size-exclusion chromatography (SEC) and dynam-
ic light scattering (DLS) (Fig. 2A and Table 1).
The Pga-A dimer was stable in rechromatogra-
phy and in DLS. Crystallizati n attempts of the
dimer fraction failed. The single dimer peak in
the rechromatography (Fig. 2A) demonstrated
that the obtained dimer was stable. Its structure is
certainly similar to that shown in Fig. 1C because
the contact is defined by the applied mutations.
Following the o her cryst l contact, we con-
structed the two mutants Pga-C and Pga-D (24)
that resulted n about 50% dimer (Fig. 2B).
Fig. 1. Design of protein assemblies
(24). The proteins in (C) to (H) are
depicted as thick-lined Ca plots at
various scales with mutated residues
as colored spheres. (A) Sketch of an
asymmetric interface between patches
a and b, which, in general, gives rise to
an infinite helix (top). A C2-symmetric
interface also between patches a and b
doubles the numbers of contacts and
forms a globular complex (bottom).
Along the same lines, the reported D2,
D4, and D8 oligomers have 4-, 8-, and
16-fold contacts, respectively (fig. S4).
(B) Side-chain mobility of the C4-
symmetric Rua, color-coded from 0°
(blue) to 90° (red) angular spread in
the torsion angles c1 and c2 (24). The
C- and N-terminal domains are at the
top and bottom, respectively. (C) Pga-
A and -B designed in crystal contact
a-a (25). (D) Pga-C and -D designed
in crystal contact f-f (25). (E) Oas-A
and -B planned as a D2 tetramer at a
rotation angle of 86° around com-
mon molecular twofold axis (vertical).
(F) Oas-C designed as a D2 tetramer
at an alternative rotation angle of
29°. (G) Designed D2 tetramer of
Uro-A around a common molecular
twofold axis (vertical). The designed
contact is between the NAD+-binding domains (residues 142 to 343), which are given in lighter hues. (H) Designed octameric Rua-D with a head-head contact.
2
2
E
2
2F
4B
2 2
2G
2
C
2
2
4H
2
DA
a
a
a
a
a
b
b
bbb
2
Table 1. Protein-protei associations (24). Double prime entries indicate the sam entry as in the
line above; dash entries indicate that a small number of experiments were unsuccessful; none
means no success in a very large number of experiments.
Protein
Native
number
of
residues
Designed
(observed) total
contact area
(Å2)
Newly introduced
residues
Oligomer
fraction
(%)
Observed oligomer
SEC DLS Crystal
Pga-A 1 × 468 750 Ph 2 3 2 2 –
Pga-D ″ 860 Phe2, Trp, M t 56 2 2 none
Oas-A 2 × 303 1080 Asn, Thr, Ile, Val 6 4 4 –
Oas-C ″ 1200 Asn2, Ile, Leu2 5 4 4 2
Uro-A 2 × 557 1760 (1570) Ile2, Ala 80 4 4 4
Rua-A 4 × 274 3060 (4040) Phe 100 8 8 8
Rua-B ″ 3250 (1970) Tyr 100 8 8 8
Rua-D ″ 1410 Trp, Ser 60 8 8 4
Rua-E ″ 4470 Phe, Tr , Ser 100 poly poly fiber
Myp-A 8 × 184 (2480) 52-deletion 100 16 – 16
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Both dimers were stable in rechromatography
and in DLS (Table 1). However, neither of them
yielded crystals, although a total of 24 mg of
dimer was used in crystallization screens. Again,
the dimer structure is most likely close to that of
Fig. 1D.
On the basis of the molecular twofold axis of
nativeOas, we designed aD2-symmetric tetramer
by axis alignment and rotation angle adjustment.
We chose a tail-tail association and constructed
the three mutants Oas-A, -B, and -C (24) for as-
sociation at rotation angles of 86° and 29° (Fig. 1,
E and F). The obtained tetramer fractions ranged
around 6% (Fig. 2C). For all threemutants, rechro-
matography resulted in pure tetramers, indicating
that they were stable, and adopted structures sim-
ilar to those of Fig. 1, E an F, as defined by the
positions of themutations.We produced a t t l of
35 mg of tetramers, which we used in various
crystallization screens. These attempts yielded a
number of initial crystals. Among them, one Oas-
C crystal form grew to sizes suitable for an x-ray
analysis. Unfortunately, it contai ed only dimers
(Table 1 and tables S1 and S2).
With Uro we follow d the same appro ch as
with Oas. We chose a tail-tail association at the
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) do-
mains and found a suitable rotation angle of 65°
(Fig. 1G).We introduced two small nonpolar side
chains in place of two polar side chains and ad-
justed one nonpolar side chain in order to im-
prove the fit. The resulting mutant, Uro-A,
formed a tetramer fra tion of 80% or or (Fig.
2D). The purified tetramer was stable in SEC and
DLS (Table 1). It was cry tallized, and the struc-
ture was established a high lut on (24). The
ct al t tramer follow the design in general
terms (Fig. 3A). An analysis showed that the two
observed contac s be ween the ur NAD+ do-
mains were nearly identical, which confirmed
hat they were highly specific. H wever, the on-
tact that was actually produce deviated fr m that
w ich was designed by a relative shift of about
1.5 Å between the contact part rs, and this shift
was inc mp tible with the desig ed D2 symm -
try (Fig. 1G).
Apparently, the designed contact was so
strong that this ncompatibility cau ed a disrup-
tion of the associated proteins themselves rather
than preventing contact formation. The observed
new contact caused two of the four NAD+ do-
mains to be lifted off the protein cores, one in
each dimer. This was unexpected because the
native contact area between core and NAD+
d main was much larger than the newly formed
interface. As a consequence, the designed global
D2 symmetry broke up into four local C2 sym-
metries, the axes of which were tilted by about
10° and displaced by about 2 Å in relation to the
D2 design (Fig. 3A). However, the tetramer kept
a globalC2 symmetry defined by the twofold axis
pointing toward the viewer.
Rua is a C4-symmetric tetramer that is asso-
ciated via its C-terminal domains, whereas its N-
terminal domains dangle like tails into the solvent
(Fig. 1H).We designed theD4-symmetric tail-tail
complexes Rua-A, Rua-B, and Rua-C with inter-
digitating tails and very large interfaces (Table
1 and table S1). Given the contact multiplicity of
8 for the design, single point mutations in Rua-A
and -B and a double mutation in Rua-C sufficed
to yield 100% octamer in SEC and DLS (Fig.
2E).Moreover, all threemutants crystallized. The
high-resolution structures showed that Rua-A
formed the designed octamer (Fig. 3B), whereas
Rua-B formed an octamer with displaced four-
fold axes (Fig. 3C) and Rua-C dissociated into
tetramers during crystallization (24). Surprising-
2
1
0
2
1
0
2
1
0
80
57
115
120
42
107208
219
56
113
void
230 127
219
115
A 280 [arbitrary units]
180 200 220 mL
mL
160 180 200 220mL
mL180160200180160140120
90 mL 80 90 mL70
A B
DC
E F
Fig. 2. SEC of modified and native proteins
(24). Each peak is labeled with its apparent mass
(kD). Initial runs are given in solid lines,
rechromatographed fractions in dashed lines,
and standards in dotted lines. (A) Pga-A with
monomer and covalent-dimer standard (24). (B)
Pga-D with monomer and covalent-dimer stan-
dard (24). (C) Oas-A with rechromatographed
tetramer and dimer. (D) Uro-A with wild-type
standard. ( ) Rua-A and Rua-E (dash-dot line)
with wild-type standard. The Rua-B and Rua-C
distributions were identical to that of Rua-A. (F)
Hexadecameric Myp-A with octameric Myp-B as
standard (24).
A B C
FED
2
2 2 2
2
2
2
44
4
Fig. 3. Established oligomer structures (24). All mutations are marked by purple spheres. (A) Crystal
structure of C2-symmetric Uro-A showing the twofold molecular symmetry axis (red) and four local twofold
axes relating the cores (d rker colors) and the NAD+ domains (light colors) to their counterparts. The
interface between core and NAD+ domains was broken in the lower left and upper right chains. (B) D4-
symmetric octamer Rua-A. (C) C2-symmetric octamer Rua-B. (D) Negatively stained electron micrograph
of Rua-E showing the fiber association and a Rua-A octamer (B) at the scale defined by the box edge. (E)
Native mycobacterial porin (28). The encircled membrane-immersed part was deleted, giving rise to Myp-
A. (F) D8-symmetric association of two Myp-A molecules (top and bottom ring). The positions of the 52-
residue deletions are marked by red spheres (fig. S1D).
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 Ballister らは、ディスク状のタンパク質の上下にシステイン残基を導入して、
ディスクが重なってジスルフィド結合が起こるようにインターフェイスをデザイ
ンし、自己集合を誘発させた[48]。ディスク状のタンパク質には、6 量体を形成す
るタンパク質が使われている。 
 
	 天然タンパク質サブユニットが重合する際に時々見られる、ドメインスワッピ
ングを利用してポリマーを作った例もある。ドメインスワッピングとは、複数の
サブユニットが、互いの内部に入り込んで重合する状態である。ドメインスワッ
ピングの入り込む部分 A と、受容する部分する部位 B を分離して、他のタンパク
質 X の両端にそれぞれを繋げ、…:A-X-B:A-X-B:…というホモポリマーを形成さ
せた[49]。 
 
	 天然の単量体構造が、配位結合によって安定なホモダイマー構造を取るように
計算機を用いて変異体を作製し、その構造をもとにコンピューターシミュレーシ
ョンによって、更に強い結合能を持ったインターフェイスの作製に成功した例も
ある[50],[51]。Brodin や Tezcan らは、この配位結合モチーフを基本としたインタ
ーフェイスが、タンパク質の x, y, z 軸方向に向いた結果、チューブ状や 3 次元的
な結晶状のナノ構造物が作製できる事を示した。 
 
	 これまでの先行研究について問題点と考えられる点について考察する。第一に、
疎水性表面によるタンパク質自己集合では、面積が広いインターフェイスを導入
できるタンパク質は大きく、安定なタンパク質に限られているため、他の多くの
タンパク質には利用できない。それは、タンパク質表面に疎水性アミノ酸を導入
すると、構造の安定性が低下するからである。第二に、数個の電荷アミノ酸を導
入して、静電相互作用をヘリックス間で誘発させる場合には、電荷の影響が働く
ように小さなペプチドにのみ使用可能であると思われる。第三に、インターフェ
イスにジスルフィド結合を導入し、安定な構造を作製するためには、両端が広い
平面となるようなディスク状のタンパク質が必要である。第四に、ドメインスワ
ッピングを形成するタンパク質は限られている。そして第五に、配位結合モチー
フをインターフェイスとして使う際、構造の詳細がシミュレーションに必要とな
る。 
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2.6	 4-ヘリックスバンドルモチーフのヘリックス間相互作用  
 
	 先行研究とは異なり、様々なタンパク質に適用可能で、かつタンパク質の天然
構造を損ねないようなインターフェイスを作製するために、我々は天然に存在す
るタンパク質のサブユニット分子間結合の方法を模倣する戦略をたてた。 
 
	 自然界には、シトクロム b562 や、Repressor of primer（ROP）タンパク質等、
4-ヘリックスバンドルモチーフを持ったタンパク質が多く存在する[52], [53]。4-
ヘリックスバンドル（図 2.4）は、4 本のα-ヘリックスがヘリックス間相互作用
によってフォールドした構造である。4 本のα-ヘリックスは平行に並び、ヘリッ
クスの長軸方向から観察するとヘリックス一本一本が頂点を構成する正方形に見
える。4-ヘリックスバンドルは、単純な構造で熱安定性も高く、普遍的に見られ
るフォールドであるため、様々な研究が行われている[54], [55]。Akanuma らは、
単量体ではヘリックス-ターン-ヘリックスを形成し、溶液中でホモダイマー化す
る事で 4-ヘリックスバンドルを形成する LARTH（Lac repressor two helix）の遺伝
子を重複し、単量体で 4-ヘリックスバンドルを形成する LARFH（Lac repressor four 
helix）を作製した[56]。 
 
 
図 2.4.	 Lac Repressor（PDB ID: 1TLF）を構成する 4 つのサブユニットの C 末端
に存在する 4-ヘリックスバンドル。鎖ごとに色分けしてある。α-ヘリックスの長
軸方向と平行に見た図（a）と、長軸方向から垂直に見た図（b）。 
 
	 上の例からも、4-ヘリックスバンドルは、ヘリックス-ターン-ヘリックスが、
分子間（ヘリックス間）相互作用によって二分子が自己集合（二量体化）し、ホ

a
b
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モダイマーを形成した構造だと見なす事ができる。従って、この二量体化するヘ
リックス-ターン-ヘリックスの構造を模倣できれば、自己集合のインターフェイ
スを作製できるのではないかと我々は考えた。つまり、タンパク質表面に平行に
並んだ 2 本のヘリックスをインターフェイスとして用い、インターフェイス同士
が結合した際に、結合部に安定な 4-ヘリックスバンドルを形成するようにタンパ
ク質が自己集合する事を期待している。また、この 4-ヘリックスバンドルの構造
を安定化させる研究が複数報告されている。これらの手法を、インターフェイス
同士のヘリックス間相互作用を強めるために用いれば、より特異性、親和性が高
いインターフェイスが作製できると考えられる。そのために、まずはヘリックス
バンドルの構造をよく知る必要がある。 
 
	 ヘリックスバンドル構造は、一般的に疎水性アミノ酸による疎水性コアをその
内部に持つ[57], [58], [59]。一方、親水性アミノ酸や電荷アミノ酸は、一般に構造
の表面を覆っている。ヘリックスバンドルを構成するα-ヘリックスは、3.5 残基
でヘリックスを一巻き（7 残基で 2 周）している。この 7 残基に a から g の記号
をつけるとする。ヘリックスバンドル内部に配置されるアミノ酸に、a, d の記号
が当てはまるように記号をつけていくと、a と d の記号のアミノ酸は疎水性で、
b, c, f に当たるアミノ酸は極性アミノ酸、e, g に当たるアミノ酸は電荷を持つとい
う特徴がある。これを 7 残基繰り返し（heptad repeat）モチーフ（図 2.5）と呼び、
ヘリックスバンドル内のα-ヘリックスには一般的によく当てはまる。 
 
 
図 2.5. 4-ヘリックスバンドルを構成する 4 本のα-ヘリックスを上から見た図。
N, C の記号は、手前側が N 末端側（N）か C 末端側（C）かを示す。ヘリックス
を二周ごとに、a 〜 g の 7 残基繰り返しモチーフが観察される。 

N
C N
C
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 Root や Fairman らは、単独のα-ヘリックスが４本重合して、4-ヘリックスバン
ドルを形成する構造に注目した。彼らは、b と c の位置に負電荷アミノ酸である
リジンを導入したα-ヘリックスと、同じ位置に正電荷アミノ酸であるグルタミン
酸を導入したα-ヘリックスの二種類を作製した。二種類のα-ヘリックスが二分
子ずつ自己集合して形成する 4-ヘリックスバンドル（図 2.6）の安定性を計測し
た結果、静電相互作用により変異型の安定性の向上に成功した[60],[61]。 
 
図 2.6. 7 残基繰り返し配列の b と c の位置に、それぞれグルタミン酸（E）もし
くはリジン（K）を導入したα-ヘリックスで構成される 4-ヘリックスバンドル。 
 
	 同様の結果として、LARFH を構成する 4 本のヘリックス（I~IV）の b の位置に、
I と II 番目のヘリックスにはリジンを、III と IV 番目のヘリックスにはグルタミ
ン酸を導入した研究も本研究室で行われた（図 2.7）[62]。その結果、変異を導入
しなかった LARFH に比べると、15 mM NaCl 下では、5℃の熱変性中点上昇が観
測された。 
Design of Heterotetrameric Coiled Coils: Evidence for Increased Stabilization by
Glu--Lys+ Ion Pair Interactions
Robert Fairman,* Hann-Guang Chao, Thomas B. Lavoie, Joseph J. Villafranca, Gary R. Matsueda, and Jiri Novotny
DiVision of Macromolecular Structure, Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical Research Institute, P.O. Box 4000,
Princeton, New Jersey 08543-4000
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ABSTRACT: Electrostatic interactions between charged amino acids often affect heterospecificity in coiled
coils as evidenced by the interaction between the oncoproteins, fos and jun. Such interactions have been
successfully exploited in the design of heteromeric coiled coils in a number of laboratories. It has been
suggested that heterospecificity in these dimeric coiled-coil systems is driven not by specific electrostatic
interactions in the heterodimers but rather by electrostatic repulsion acting to destabilize the homodimer
state relative to the heterodimer state. We show that it is possible to design ion pair interactions that
directly stabilize the heterotetrameric coiled-coil state. Synthetic peptides were used whose sequences
are based on the C-terminal tetramerization domain of Lac repressor, as a model system for four-chain
coiled coils (Fairman et al., 1995). These Lac-based peptides, containing either glutamic acid (Lac21E)
or lysine (Lac21K) at all b and c heptad positions, only weakly self-associate but, when mixed, afford a
highly stable heterotetramer. This study represents the first experimental evidence for the importance of
the b and c heptad positions to the stability of coiled coils. Finally, pH dependence and NaCl dependence
studies show that heterotetramer stability is driven by ion pair interactions between glutamate and lysine;
these interactions contribute about 0.6 kcal/mol of stabilizing free energy for each potential glutamate-
lysine pair.
Coiled coils are R-helical protein structural motifs which
act as multimerization modules. Intrinsic flexibility of helix-
pairing interactions provides the opportunity for this motif
to adopt multiple oligomerization states and to form het-
erospecific interactions, often through only a few changes
in the polypeptide sequence. For example, mutations of the
core residues of GCN4 (a and d heptad positions; see Figure
1) allow this coiled coil to form dimers, trimers, or tetramers
(Harbury et al., 1993). The amino acid sequences of coiled
coils are described frequently in units of heptad repeats, as
there are exactly seven residues per two turns of R-helix.
By convention, the seven positions within a heptad are
denoted a-g (Figure 1).
Electrostatic effects can mediate oligomerization states
(Alberti et al., 1993; Krylov et al., 1994) and can also define
heterospecificity of interchain interactions. Electrostatic
interactions are largely responsible for the pairing specificity
between the coiled-coil domains from the oncoproteins fos
and jun (O’Shea et al., 1992). Several recent X-ray crystal
structures of coiled coils have helped us to understand the
atomic details of the contribution of such electrostatic
interactions to the structure of coiled coils (O’Shea et al.,
1991; Harbury et al., 1993; Glover & Harrison, 1995). A
number of laboratories have used this information to exploit
electrostatic interactions in the design of heterodimeric coiled
coils (O’Shea et al., 1993; Graddis et al., 1993; Krylov et
al., 1994; Zhou et al., 1994).
To explore issues of specificity for coiled coils that form
higher order oligomers, peptides based on the tetramerization
domain of Lac repressor were used as a model system
(Fairman et al., 1995). We had demonstrated previously that
synthetic peptides derived from the C-terminal 21 amino
acids of Lac repressor form four-chain coiled coils with
* Author to whom correspondence should be addressed.
X Abstract published in AdVance ACS Abstracts, February 15, 1996.
FIGURE 1: Helical wheel diagram showing E-K interactions at b
and c positions for the Lac21E and Lac21K peptide sequences. The
amino acid sequences for the peptides are
The parent peptide sequence is
2824 Biochemistry 1996, 35, 2824-2829
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図 2.7.	 作製された LARFH の変異体の変異箇所。b の位置に、I と II 番目のヘリ
ックスには 3 つずつのリジンを、III と IV 番目のヘリックスには 3 つずつのグル
タミン酸が導入された。 
 
	 一方、α-ヘリックスの疎水性度[63]を変えて、ヘリックスバンドルを安定化さ
せた研究も報告されている。ROP タンパク質は、LARTH と同様に、単量体では
ヘリックス-ターン-ヘリックスで、溶液中では二量体化して 4-ヘリックスバンド
ル構造を取る。Munson らは、ROP プロテイン中のα-ヘリックスの a と d の位置
に、高い疎水性度を示すロイシンを 16 個導入した[58]（図 2.8）。その結果、変
異を導入した二分子の ROP タンパク質では、疎水性相互作用により、野生型より
も高い構造安定性が観察された。 
 
図 2.8. 溶液中で二量体化して 4-ヘリックスバンドル構造をとる ROP タンパク質
のヘリックスをリボンで示した図（a）。野生型 ROP タンパク質の内側（b）に、
Effect of charged residues on the stability of a four-helix
 bundle conformation 
Masaki Fukuda, Noriaki Nara, Satoshi Akanuma, Akihiko Yamagishi 
Dept. of Mol. Biol., Tokyo Univ. of Pharm. & Life Sci. 
Abstract 
 The four-helix bundle motif is prevalent at protein subunit interfaces where it helps to stabilize subunit-subunit interactions. Mimicking this motif, we are 
attempting to design de novo protein-protein interactions via formation of an intermolecular four-helix bundle. LARFH (lac repressor-derived four-helix bundle 
protein) was designed and synthesized based on the C-terminal sequence of Escherichia coli lac repressor, which is involved in its four-helix-bundle domain. 
In LARFH, the association of the four helices is driven and stabilized by the hydrophobic core made up of the apolar faces of the amphiphilic helices, as 
observed for natural four-helix bundle structures. In this study, in order to investigate the effect of charged residues on the stability of the association of four-
helices, we introduced either Lys-Glu or Arg-Asp pair into LARFH as follows: Two Lys and two Glu residues were introduced into the interior core of LARFH 
(variant 1); two Arg and two Asp residues were introduced into the interior core (variant 2); Lys and Glu residues were introduced into the side faces of 
LARFH (variant 3). In each variant, the introduced charged residues are expected to form electrostatic interactions. The original LARFH and its variants were 
characterized in terms of their thermal stability. As the results, variant 1 and variant 2 were precipitated upon a heat-treatment at 70. In contrast, variant 3 is 
more thermally stable than the original LARFH by 5 and its melting temperature is 109 in the presence of 15 mM NaCl. Thus, the variant 3-type of four-
helix bundle may be a good model to be mimicked for designing de novo intermolecular four-helix bundles. 
Material&Methods 
 In LARFH, the association of the four helices is driven and stabilized by the 
hydrophobic core made up of the apolar faces of the amphiphilic helices, as 
observed for natural four-helix bundle structures. LARFH has heptad repeat as is 
a natural four-helix bundle. 
LARFH 
(Lac Repressor derived Four-Helix bundle) 
Lac repressor [pdb ID:1LBI] LARFH (model) 
Methods 
↓Design mutation using a pdb viewer soft 
↓Mutagenesis 
↓Ligation to the plasmid (pQE-30Xa) 
↓Sequencing analysis 
↓Transformation of E. coli (M15) 
↓Protein expression 
↓Heat treatment test (70) 
↓Purification 
↓Thermal denaturation study  
   by circular dichroism 
Strategy 1 
   In order to investigate the effect of charged residues on the stability of the association 
of four-helices, we introduced + and – charge pairs into the interior core of LARFH. 
Strategy 2 
   In order to investigate the effect of charged residues on the stability of the association 
of four-helices, we introduced + and – charge pairs into the side faces of LARFH. 
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Results 
Thermostability of LARFH-K6E6 is greater than that of LARFH. 
The effect of charged residues on the stability of the four-helix 
bundle protein depends on the positions where positively and 
negatively charged residues are introduced. 
Conclusion 
Introduction of charged residues at the interior core did not stabilize 
the association of four helices.  
The charged residues at side faces of the bundle contribute to the 
stabilization of four-helix association through electrostatic interaction. 
This strategy can be applied to improve the stability of four-helix 
bundles involved in subunit-subunit interaction. 
A54E
Q61E
R68E
A29K
Q36K
R43K
Variant 3: LARFH-K6E6 
Melting temperature 
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Wild-- R o ~  Fig. 1. Ribbon diagram (Kraulis, 1991) of wild-type 
R6p (Banner et al.: 1987) and schematic represen- 
tations showing the hydrophobic core side chains in 
one monomer  of wild-type and the repacked mu- 
tants. Large circles represent leucine; small circles, 
alanine; large squares represent large, non-leucine 
side chains; and small squares represent small, non- 
alanine side chains. Ellipses represent methionine 
residues and triangles represent valine  residues. Col- 
ored side chains indicate  the repacked layers. Be- 
cause Rop is an antiparallel  dimer, residues in the 
upper layers of one monomer interact with residues 
in the lower layers of the other monomer and vice 
versa. 
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the replication of ColEl plasmids (Cesareni & Banner, 1985). 
Rop is a homodimer of two 63-residue helix-turn-helix mono- 
mers (Banner et  al.,  1987)  (Fig.  1). The hydrophobic core of Rop 
can be considered as eight layers of side chains perpendicular 
to  the long axis of the bundle. In  the “heptad  repeat” nomen- 
clature describing associating helices (Cohen & Parry, 1986), 
each layer is formed by two “a” a d  two “d” residues (Fig. 2). 
In most of the layers of the wild-type protein,  the “a” residues 
are relatively small and the “d” residues relatively large, with a 
large residue from  one layer packing against a small residue in 
the preceding and succeeding layers (see schematic in Fig. 1). 
In an earlier study, we demonstrated that it is possible to re- 
pack the  hydrophobic core of Rop using exclusively alanine at 
the “a” positions and leucine at the “d” positions to generate sta- 
ble proteins with  native-like structures and properties (Munson 
et al., 1994a). In the present study, we extend these findings 
by investigating how the stability and structural properties of 
Rop can  be modulated by varying  either the number of repacked 
alanine and leucine layers or the pattern  and identity of the hy- 
drophobic residues at  the  “a”  and  “d” positions. 
Results and  discussion 
Hydrophobic core  designs 
A set of mutants was designed in which either two, four, six, 
or eight of the layers of the  hydrophobic  core were replaced 
by layers containing alanine at the “a” positions and leucine at 
the “d” positions (Fig. 1). Each of the mutants is named accord- 
ing to the identity of the residues at  the “a” and  “d” positions 
of the repacked layer and the  number of repacked layers; for 
example, Ala2Leu2-8 has all eight layers repacked with alanine 
in  the “a” positions and leucine in the  “d” positions (see Mate- 
rials and methods). As can be  seen in the schematic in Figure 1, 
the wild-type Rop  has  a “reversal” in the packing in the second 
and seventh  layers: a large residue  occupies the “a” position, and 
a small residue, the  “d” position. This reversed layer may cause 
a slight curvature at the ends of the bundle and this “end effect” 
may be important  for tight, specific RNA binding. To explore 
the importance of the reversed layer, we  reversed the second and 
seventh layers in the Ala2Leu2-8 mutant to make the packing 
more similar to wild-type; these two layers contain leucines in 
the “a” positions and alanines in the “d” positions (called 
Ala2Leu2-8-rev) (see  Fig. 1). Furthermore, to address the pos- 
sible influence of this end effect on  the properties of the other 
Fig. 2. Heptad repeat diagram of two layers of  Rop showing the posi- 
tions of the “a”  and  “d” residues, which pack between the four helices 
to  form the  hydrophobic core. Helices 1 and 2 are  from  one monomer; 
helices 1’ and 2’ are from  the  antiparallel second monomer.  Arrows in- 
dicate the direction of the peptide chain, in the N-terminal to C-terminal 
direction. 
Designs  that specifv stability and structure 1585 
n 
Wild-- R o ~  Fig. 1. Ribbon diagram (Kraulis, 1991) of wild-type 
R6p (Banner et al.: 1987) and schematic represen- 
tations showing the hydrophobic core side chains in 
one monomer  of wild-type and the repacked mu- 
tants. Large circles represent leucine; small circles, 
alanine; large squares represent large, non-leucine 
side chains; and small squares represent small, non- 
alanine side chains. Ellipses represent methionine 
residues and triangles represent valine  residues. Col- 
ored side chains indicate  the repacked layers. Be- 
cause Rop is an antiparallel  dimer, residues in the 
upper layers of one monomer interact with residues 
in the lower layers of the other monomer and vice 
versa. 
-8 
the replication of ColEl plasmids (Cesareni & Banner, 1985). 
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the wild-type Rop  has  a “reversal” in the packing in the second 
and seventh  layers: a large residue  occupies the “a” position, and 
a small residue, the  “d” position. This reversed layer may cause 
a slight curvature at the ends of the bundle and this “end effect” 
may be important  for tight, specific RNA binding. To explore
the importance of the reversed layer, we  reversed the second and 
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16 個のロイシンを導入した（c）結果、変性剤（グアニジン塩酸塩）による変性
中点は 3.3 M から 6.7 M に上昇した。 
 
 
	 これらのヘリックス間相互作用を強める手法を、ヘリックス-ターン-ヘリック
スからなるインターフェイスにあてはめれば、インターフェイス同士がより安定
に結合すると予想できる。従って我々は、ヘリックス間相互作用を誘起するイン
ターフェイスを、タンパク質表面に存在するヘリックス-ターン-ヘリックス上に
導入する。結合した際にヘリックスバンドル内部となる a と d の位置には、[58]
の研究を参考にロイシンを導入し、結合した際にヘリックスバンドル側面にあた
る b の位置には、[61],[62]の研究を参考にグルタミン酸もしくはリジンを使用す
る。 
 
	 我々の 4-ヘリックスバンドルを用いる方法では、以下の点で有利であると考え
られる。まず、タンパク質の表面に存在するヘリックス-ターン-ヘリックスをイ
ンターフェイスとして使う点である。多くのタンパク質は、表面が親水性のα-
ヘリックスを表面に複数持つため、他のタンパク質にも同じインターフェイスが
利用可能と考えられる。そして、平行あるいは逆平行の 2 本のヘリックスを用い
ると、ヘリックス一本よりもインターフェイスの面積が増やせる。また、疎水性
相互作用と静電相互作用の両方をインターフェイスに使うため、親和性と特異性
を上げる事が可能になるはずである。 
 
	 我々の研究では、分子間インターフェイスとして、4-ヘリックスバンドルモチ
ーフを参考にして使う点が特徴的である。また、単独では重合しないで、二種類
のタンパク質を混合すると、交互共重合体化してタンパク質繊維を創出させる事
を目標とする。その際には、天然状態を保ったまま繊維化させる。 
	  
	 更に、片方の分子には疎水性アミノ酸と正電荷アミノ酸を、もう片方の分子に
は疎水性アミノ酸と負電荷アミノ酸からなるインターフェイスを導入する。その
結果、一種類の分子同士では同一電荷による反発が起こり、二種類の分子を混ぜ
ると正電荷アミノ酸-負電荷アミノ酸間で静電相互作用が誘発されると期待でき
る。仮に疎水性アミノ酸だけのインターフェイスを作製した場合、天然タンパク
質表面に一般的に存在する小さな疎水性部位とも結合してしまい、無秩序な凝集
反応が起こると予想される。しかし、インターフェイスに電荷アミノ酸を加える
事で、静電相互作用によって結合の方向性を与える事が可能になる。このような
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インターフェイスをタンパク質の両端に導入すれば、一次元的な交互共重合を引
き起こし、タンパク質から成る繊維が自己集合によって創出できると考えられる
（図 2.9）。もし異なる種類のタンパク質の結合を制御出来れば、ナノテクノロジ
ーやタンパク質工学の自己集合において、重要な技術になると期待できる。 
 
 
図 2.9.	 二種類のタンパク質とそれぞれの両端に導入された相補的なインター
フェイスにより、二分子結合を経て交互共重合体化し、ナノ繊維が形成される。
インターフェイスは二種類作製する。一つは表面にあたる部分に疎水性アミノ酸
を、側面にあたる部分に正電荷アミノ酸を導入する（青い四角形）。もう一つは、
表面にあたる部分に疎水性アミノ酸を、側面にあたる部分に負電荷アミノ酸を導
入する。従って、青い分子同士、または赤い分子同士では、電荷による反発が起
こると予想され、凝集やホモポリマーの形成を防ぐ事が期待できる。 
 
 
 
2.7	 計算機によるタンパク質インターフェイスのデザイン  
 
	 タンパク質-タンパク質の分子間結合を誘発するインターフェイスをデザイン
する手法として、現在、コンピューターシミュレーションが多用されるようにな
りつつある[47][50][64][65]。シミュレーションの手法には、分子動力学法（MD）
シミュレーションや、モンテカルロ（MC）シミュレーションなどがある。 
 
	 MD シミュレーションは、古典力学に基づき多体系の熱平衡や運動の性質を計
算する手法である。この方法では、ニュートンの運動方程式を解く事により、互
いに相互作用している N 個の粒子の系において、粒子の時間発展を追跡する。初
… …

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期座標、初期速度を与え、その後粒子が受ける力を計算して、ある時間ステップ
後の座標、速度を次々に求める。ただし、全原子 MD シミュレーションを行う場
合、水を含んだ系では、粒子数が増えるほど、実際の計算時間が増えていき、計
算時間が多く必要となる。 
 
	 全原子 MD シミュレーションを行うには、多数の粒子を含んだ巨大な系を MD
シミュレートする際、粗視化モデルを使う方法もある。粗視化モデルでは、水や
アミノ酸を構成する原子を複数個まとめて一つの粒子として扱うので、実際の粒
子数よりも数を減らして計算でき、計算時間の短縮が可能である。しかし、粗視
化モデルでは、水分子の個々の動きや、側鎖の回転など、細かい点が考慮、観測
されなくなる。Komatsu らは、粗視化モデルを用いた MD シミュレーションで、
ラックレプレッサーC 末端から得られた人工タンパク質 LARFH の自己集合を計
算した[66]。 彼らは、変異を導入していない LARFH 分子 50 個の系と、正電荷
アミノ酸をヘリックス上へ導入した LARFH 分子 25 個＋負電荷アミノ酸をヘリ
ックス上へ導入した LARFH 分子 25 個の系で、どちらが多く集合体を形成する
かシミュレーションを行い、電荷の結合への寄与を調べた。その結果、相補的な
電荷を導入した LARFH 同士の方が多くのオリゴマーを形成した[67]。 
 
	 このように、MD シミュレーションによって、実験では調べるのが難しい、タ
ンパク質結合時の時間的な構造変化、側鎖の向きや、タンパク質のゆらぎ等を求
める事が可能である。タンパク質の組み合わせやインターフェイスの条件を変え
れば、タンパク質間結合に寄与する相互作用や傾向が理解できるかもしれない。 
 
モンテカルロ法（MC）シミュレーションは、乱数を用いたシミュレーション
を何度も行うことにより、近似解を求める方法で、ランダム法とも呼ばれる。予
め用意されているデータベースやライブラリ等の情報を基にして行う事が多く、
計算時間は MD シミュレーションに比べてはるかに早い（系による）。ただし、
使用者が求める状態に最も近づいた系を予測する事はできるが、MD シミュレー
ションのように粒子の時間発展を追跡する事は不可能である。 
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3.	 Sulerythrin の結合実験  
 
	 この章では、sulerythrin タンパク質を用いた結合実際について説明する[68]。3.1
では、sulerythrin に導入したインターフェイスのデザインとそのデザイン方法につ
いて、3.2 では精製した変異体を用いて行った結合実験について結果と考察を述べ
る。 
 
 
3.1	 Sulerythrin のインターフェイスデザイン  
 
3.1.1	 	 Sulerythrin タンパク質  
 
Sulerythrin（図 3.1）（PDB ID: 1j30）は、超好熱菌 Sulfolobus tokodaii 由来[69]
で熱安定性に優れたタンパク質である[70], [71]。溶液中でホモダイマーを形成し、
その分子量は 32502.8Da である。2 原子の鉄と亜鉛を含む。Ferritin 様スーパーフ
ァミリーの、Rubrerythrin ファミリーに属する[72]。表面にヘリックス-ターン-ヘ
リックスを持ち、インターフェイス導入に適していると考えられる。 
 
 
図 3.1. Sulerythrin タンパク質のカートゥーン表示。（a）を 90 度回転させた構造
が（b）である。Sulerythrin はホモダイマータンパク質であり、モノマーごとに色
分けしてある。内部に含まれる鉄を赤い粒子、亜鉛をオレンジ色の粒子で示す。
平らで接合面に適した部分として分子両端に存在する逆平行のヘリックス-ター
ン-ヘリックス (灰色部)が使えると考えられる。 
  
a b
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3.1.2	 	 モデル体を使用したインターフェースのデザイン評価  
 
	 我々は、4 ヘリックスバンドルを形成する大腸菌 Lac Repressor の C 末端構造を
切り出した人工タンパク質（LARFH）[56]を基に複数のモデル体を作製した。モデ
ル体は、境界面内側に電荷アミノ酸を導入したモデル体 1（LARFH-EEKK）と、境
界面側面に電荷アミノ酸を導入したモデル体 2（LARFH-K6E6）が作製され、どち
らもヘリックス間で静電相互作用が起こるように変異をデザインした。モデル体の
熱安定性を測定してどちらがより強固なヘリックス間相互作用をもたらすか解析
した結果、モデル体 2 の方が境界面として優れている事が分かった。又、
LARFH-K6E6 は、元の構造である LARFH よりも熱安定性が高くなっていた（表
3.1）[62]。LARFH と LARFH-K6E6 において、疎水性相互作用に起因すると考えら
れる Tm 値の上昇が塩濃度を上昇させた際に確認された。 
 
表 3.1.	 LARFH とモデル体の Tm 値比較 
 NaCl 
 15 mM 500 mM 
LARFH 104 ℃ 108 ℃ 
LARFH-EEKK < 70 ℃ 
LARFH-K6E6 109 ℃ 111 ℃ 
 
 
 
3.1.3	 	 Sulerythrin に導入したインターフェイスのデザイン  
 
	 3.1.2 の結果を参考にして、表面が疎水性で両側面に電荷を持ったインターフェ
イスを設計した。モデル体の境界面のアミノ酸配列を完全に再現し、疎水性アミノ
酸には主にロイシン（L）と一カ所にのみバリン（V）を、負電荷を持ったアミノ
酸としてグルタミン酸（E）を、正電荷を持ったアミノ酸としてリジン（K）を使
用した。側面に導入する電荷アミノ酸が負電荷の変異体を sulerythrin-VLE（sul-VLE）
と、正電荷の変異体を sulerythrin-VLK（sul-VLK）と呼ぶ。作製に使用したプライ
マーは（付録 A）に示す。 
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・Sul-VLE 変異導入点: T97V, Q98E, P101L, K105L V106E, R108L, E114E,  
E117L, W118E, E120L, R124L, A125E （図 3.2） 
 
・Sul-VLK 変異導入点: T97V, Q98K, P101L, K105L V106K, R108L, E114K,  
E117L, W118K, E120L, R124L, A125K （図 3.2） 
 
 
図 3.2.	 Sulerythrin の変異導入箇所。分子間結合した時にインターフェイスの内
部となるオレンジの部分には疎水性アミノ酸を導入した。また、結合した時にイ
ンターフェイスの側面にあたる青色の部分には、正もしくは負電荷アミノ酸を導
入した。  
T97V
P101L
Q98E,or,K
K105L
R108L
V106E,or,K
E114E,or,K
E117L
W118E,or,K
E120L
A125E,or,K
R124L
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3.2	 インターフェイスを導入した Sulerythrin の結合実験と考察  
 
	 3.2 では、精製した sul-VLE と sul-VLK 変異体を用いて行った結合実験について
結果と考察を述べる。3.2.1 では結合実験の光散乱法による測定を、3.2.2 では変異
体単独の解析を、3.2.3 では pH 変化による分子間相互作用の解析を、3.2.4 では担体
を使った結合実験について、3.2.5 では各変異体の熱変性曲線について説明する。最
後に 3.2.6 で考察を述べる。 
 
 
3.2.1	  光散乱法（Light scattering; LS）による結合実験の測定  
 
結合を測るため、分光蛍光光度計で 350nm の LS 強度（LSI）を測定した（付録 
B）。もし、結合によりタンパク質が高分子化すれば、LSI の上昇が観察される事
が知られている[40],[73]。pH 9.0、終濃度 200 µg/mL になるように、予め、セル内
に片方のタンパク質を入れておき、100 秒の時点でもう片方を添加した（図 3.3）。
単独で存在する時より混合した時の方が LSI の値が低かった。両タンパク質とも、
単独時の方が高分子化していたと言える。混合した際、互いの何らかの相互作用
によって、高分子化が抑えられたと考えられる。又、反応後のセルを目視で確認
しても沈殿は観察されず、遠心操作（16000 rpm, 20min, 4℃）を行っても沈殿は観
測されなかった。 
 
 
図 3.3. Sul-VLE と sul-VLK の結合実験。横軸に秒を、縦軸に LSI を示す。 
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3.2.2	 変異体単独の LSI 測定  
 
次に、sul-VLE, VLK が単独で存在する時の塩の影響を調べた（図 3.4）（図 3.5）。
それぞれのタンパク質終濃度は 0.2 mg/mL である。予め、セル内にタンパク質を
入れておき、60 秒の時点で塩を添加し、塩の各終濃度における反応を調べた。 
 
 
	 図 3.4.	 VLE における塩効果を LSI で測定した。横軸が秒、縦軸が LSI を表す。 
 
 
	 図 3.5.	 VLK における塩効果を LSI で測定した。横軸が秒、縦軸が LSI を表す。 
 
 
Sul-VLE は塩を加えても塩の溶液が加わった事による濃度の変化しか無いよう
に見えるが、sul-VLK の LSI はゆっくりと下がった。塩により、静電相互作用が
阻害される点から、sul-VLE の高分子化には静電相互作用が関係なく、sul-VLK
には関係あると考えられる。  
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3.2.3	 pH 変化による VLE-VLK 間相互作用の解析  
 
pH9 の sul-VLE, VLK, そして 2 つの混合液を、pH8, 7, 6 に透析し、透析後の上
清と沈殿を遠心操作（4°C、16000 rpm、10 min）で分離し、SDS-PAGE（付録 C）
で解析した（図 3.6）。 
 
 
図 3.6. 透析後の上清と沈殿の SDS-PAGE 写真。 
 
pH8 に透析したサンプルは、どれも透析後の上清に見られた。pH7 に透析した
サンプルは、sul-VLK が上清と沈殿の両方に見られ、混合したサンプルは上清の
みに sul-VLE, VLK が見られた。pH6 に透析したサンプルは、sul-VLK がほぼ沈殿
したが、混合したサンプルでは sul-VLE と sul-VLK がほぼ上清に存在した。 
この結果より、sul-VLE 単独では、pH 6～9 の範囲で一定の可溶性を持つ事が分
かった。しかし sul-VLK 単独では pH が 7 以下になるにつれて、自己凝集を起こ
す事が示された。また、2 種類を混ぜたものは、pH に関係なく可溶性を示した。
これにより、何らかの相互作用が起きている事が示された。 
 
 
  
M:Marker 
	VLE 

 
VLK 
 
VLE+VLK 

pH9→8 
M	
 
pH9→7 
M	
 M	
 
pH9→6 
  29 
3.2.4	  sul-VLK と、Histag を付与した sul-VLEhis との結合実験  
 
	 sul-VLE の遺伝子配列を、pET-28a に組み込んだ。これにより、His タグ配列が
sul-VLE の N 末端側に付与された。以下の操作において、「混合」はピペッティン
グ後 10 分震盪し、「遠心」は 16000 rpm、10 分の条件で行った。また、Buffer に
は 20 mM Tris-Cl pH 9 を使用した。Ni 担体には、Ni-NTA Agarose, QIAGEN 社製
を使用した。Ni 担体と VLEhis を混合し、遠心した後の上清を非吸着液①とした。
沈殿の Ni 担体を 50 mM のイミダゾールが含まれた溶液で三回洗い、三回目の上
清を洗い液②とした。洗い後に、Ni 担体を 500 mM のイミダゾールを含む溶出液
で溶出させたサンプルを③とした。同様の操作を VLK でも行い、Ni 担体に吸着
しなかった非吸着液を④、三回目の洗い液を⑤、溶出液を⑥とした。次に、VLEhis
を吸着させ、3 回洗った後の Ni 担体に VLK を混合して、同様の操作を行った。
混合後の非吸着液を⑦、三回目の洗い液を⑧、溶出液を⑨とした。以上のサンプ
ルを SDS-PAGE によって確認した（図 3.7）。 
 
 
	 図 3.7.	 SDS-PAGE による結合実験の各サンプルの確認。 
 
 
	 溶出液にバンドが現れた事から、Histag を付与した sul-VLEhis は Ni 担体に吸着
したと言える。また、sul-VLK は、非吸着液にバンドが現れ、Ni 担体には吸着し
ない事が確かめられた。しかし、Ni 担体に sul-VLEhis が吸着した状態で、sul-VLK
を混合すると、sul-VLEhis と少量の sul-VLK が溶出液に溶出した。すなわち、Ni
担体に吸着した sul-VLEhis に、sul-VLK が結合した事がわかった。 
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3.2.5	 円偏光二色性（CD）による熱変性測定  
 
CD 測定（付録 D）による、Sul-VLE(0.2mg/ml, pH8)と、Sul-VLK(0.2mg/ml, pH8)
熱変性曲線の raw date を示す （図 3.8）、(図 3.9)。条件は、CD222nm, 昇温速度 1℃
/1min である。VLE の熱変性曲線では、天然状態や変性状態のベースラインが見
受けられない点から、タンパク質分子群が一定で安定な天然様構造をとっておら
ず、立体構造の不安定性や多様化が疑われた（図 3.8）。 
 
図 3.8.	 Sul-VLE の 222nm 楕円率の温度変化の raw date を示す。 
 
 
VLK の熱変性曲線でも、天然状態のベースラインが見受けられずはっきりした
ピーク変化が見られない点から、立体構造の不安定性が疑われた（図 3.9）。 
 
図 3.9.	 Sul-VLK の 222nm 楕円率の温度変化の raw date を示す。 
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3.2.6	 考察  
 
	 LS や透析の結果から、sul-VLE と sul-VLK が何らかの相互作用を起こしている
事は確認できた。一方、sul-VLEhis と sul-VLK の結合実験の結果から、VLE と
VLK 間には相互作用が誘起され、確実に結合が起こっている事が示された。もし
sul-VLE と sul-VLK を混ぜた際に、戦略通りに相互作用が誘起されて重合が進め
ば、重合により高分子化して、沈殿物が生じると考えられる。しかし、結合実験
の結果では重合による LSI の上昇は観測されず、混合した溶液にも沈殿物は認め
られなかった。また、透析の結果でも混合したサンプルは各 pH でも沈殿として
現れなかったため、繊維化を起こす程度の重合は起きなかったと言える。 
 
Sul-VLE の構造について考察する。LS やここには示していないがゲル濾過クロ
マトグラフィーの結果から、sul-VLE 単独で、単量体からオリゴマー状態と幅広
い高分子化が起こっている可能性が示唆された。LS においては、塩の濃度を変え
ても、LSI に変化が現れなかった事から導入したインターフェイス同士による結
合の可能性は低いと考えられる。仮に、インターフェイスの電荷の反発を無視し
て、疎水性相互作用で結合していた場合、塩濃度を上げればより高分子化が進む
と考えられるからである。また、CD の結果から sul-VLE は天然状態と変性状態
の立体構造に差があまりみられない事が分かった。Sul-VLE は、（図 3.10（a））
の様に、一部の Glu が内側を向いているため、タンパク質内部の疎水性コアを不
安定化させた可能性がある。これにより、sul-VLE は単量体二分子でホモダイマ
ーを形成する正しいドメインスワッピングをしないで、三つ目、四つ目の単量体
とも不安定なドメインスワッピングを起こしているのではないかと推察した。 
 
Sul-VLK の構造について考察する。Sul-VLK は、単独で高分子状態だが、pH 6
や pH 7 の条件下で自己凝集による沈殿が観察された。これは、単純にタンパク質
の等電点に近づいたためと考えられる。一方、興味深いことに、LS の結果から、
高い塩濃度によってある程度高分子化が阻害される結果が得られた。塩により電
荷の作用が弱まると高分子化が抑えられた事から、sul-VLK の高分子化には、静
電相互作用が関与していると推察される。また、CD の熱変性曲線の結果から、
sul-VLK は構造の不安定性が示された。これらの原因として、sul-VLK は単独状
態で、変異導入による正電荷部位と自然に持っていた負電荷部位が相互作用して
高分子している可能性と、正電荷同士による反発が強すぎて構造不安定化して高
分子化している可能性が示された。Sul-VLK の構造をよく見てみると、（図 3.10
（b））のように導入部位の他にも、比較的多くの Lys が観察される。また、Lys
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は炭素側鎖が長いため、疎水性度が高く、凝集を起こしやすい可能性がある。以
上の結果から、sul-VLK は二次構造はとっているものの正常な三次構造をとって
おらず、モルテン・グロビュール状態になっている可能性が考えられる。 
 
以上の結果により、タンパク質のインターフェイス設計には、疎水性アミノ酸
と電荷アミノ酸を、表面と側面の適切な位置に数を考慮して導入しなければいけ
ないという事が示唆された。しかし、そもそも導入したアミノ酸が溶液中で構造
予想通りの方向を向いているかどうか確かめるのは難しい。 
 
 
 
図 3.10.	 変異体のインターフェイス部位の構造予想図。（a）が sul-VLE、（b）
が sul-VLK である。スティックで表示されているオレンジ色がロイシン、黄色が
バリン、赤色がグルタミン酸、青色がリジンである。ただし、（b）において、イ
ンターフェイス以外のリジンも青色で示してある。（a）Sul-VLE 手前の上から２
番目のグルタミン酸が、特に内向きである事が分かる。（b）接合面周辺に、計 10
個のリジンが存在している。 
 
a b
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4. YciF のシミュレーションと結合実験  
 
	 この章では、4.1 で MD シミュレーションを使ったインターフェイスの評価につ
いて、4.2 で実際に行った YciF の結合実験について、更に 4.3 で MC シミュレーシ
ョンを使った相互作用面の安定化について述べる。 
 
 
4.1	 MD シミュレーションを用いたインターフェイスの評価  
 
	 4.1.1 において、これまでの実験結果を踏まえて MD シミュレーションを用いる
理由を述べる。4.1.2、4.1.3、4.1.4、4.1.5 では、MD シミュレーションの基本、分
子力場、計算機による微分方程式の扱い、周期的境界条件についてそれぞれ説明す
る。4.1.6 では、YciF タンパク質を用いた二分子結合の MD シミュレーションにつ
いて、4.1.7 で我々がデザインしたインターフェイスを載せる。4.1.8 にて、実際に
行った MD シミュレーションの条件について詳しく説明する。さいごに 4.1.9 で、
天然の 4-ヘリックスバンドルにおける、ヘリックス-ターン-ヘリックス面同士の距
離の解析について説明する。 
 
 
4.1.1	 MD シミュレーション  
 
これまでのスレリスリンを用いた実験では、相互作用が得られると期待して
モデルとした研究[61] [62]と同様の数の疎水性アミノ酸と電荷アミノ酸を導入し
たタンパク質を作製、精製して結合を試す方法をとってきた。実際、弱い結合は
観察されたが、重合や繊維化といった結果は得られなかった。疎水性相互作用を
境界面表面に、静電相互作用を境界面側面に導入する方法で、タンパク質の結合
を誘起する事には成功したといえる。 
しかし現段階では、重合や繊維化を起こすような強い相互作用が境界面間で
誘起されていないと考えられる。また理想通りに結合しなかった場合、タンパク
質の安定性に問題はないのか、インターフェイスに問題があるのか、導入するア
ミノ酸の数は最適なのか、導入するアミノ酸の位置は正しいのか、導入したアミ
ノ酸は正しい向きを向いているのかといった疑問を解決できない。そこで我々は、
コンピュータによる MD シミュレーションを行った。系内の全粒子について時間
発展を追跡する全原子 MD シミュレーションでは、時間経過に伴う水分子の動き
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やアミノ酸の構造など様々な物理量を求める事ができる。 
 
我々は、二分子のタンパク質の向き合った部分に、様々なインターフェイス
を導入して、二分子の振る舞いを MD 法で計算し、どのようなインターフェイス
が結合へ寄与するかを研究した。 
 
4.1.2 から 4.1.5 では、実際に行った MD シミュレーションで用いたアルゴリズ
ムについて説明する[74][75][76]。 
 
 
4.1.2	 MD（分子動力学）法  
 
	 MD 法では、古典力学の範囲で系内の熱平衡や運動の性質を計算する。互いに
相互作用している N 個の粒子の系において、ニュートンの運動方程式（4.1）を解
くことにより、粒子の時間発展を追跡する。 
 
    𝑚! !!𝒓𝒊!!! =   𝑭!     (𝑖 = 1, 2,… ,𝑁)                                 （4.1） 
ある粒子𝑖 において、𝑚!は質量、𝒓𝒊は位置、𝑭!は粒子に働く力を示す。 
 
	 MD 法では、pdb ファイル等から得られる粒子の初期座標の他に、粒子の初期
速度の情報が必要である。初期速度は、マクスウェルの速度分布に従って与えら
れる。絶対温度 T におけるマクスウェルの速度分布は、以下の式（4.2）で表せる。 
 
    𝑝(𝑣!)! =    !!!!"#  exp −!!(!!)!!!!"                                （4.2） 
ただし、（𝑙 = 𝑥,𝑦, 𝑧）、𝑘はボルツマン定数、𝑚!は粒子𝑖の質量、T が温度である。 
 
	 （4.2）により、温度 T を矛盾無く実現するように初期成分(𝑣!)!を定める。 
 
	 力はポテンシャルエネルギーU（𝒓𝟏, 𝒓𝟐,…    , 𝒓!  ）の微分として与えられる（4.3）。 
 
    𝑭! =   − !!!𝒓!                                                  （4.3） 
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（4.3）で計算された𝑭!を（4.1）に代入して運動方程式を解き、配置を更新する。
ポテンシャルエネルギーU については 4.1.3 で後述する。微分運動方程式を計算機
上で積分する際には、近似式が用いられる（4.1.4）。dt で表された時間刻みごと
の計算を、必要な時間分繰り返して、系の粒子の位置や速度を順次更新し、様々
な物理量を出力しいくのが MD シミュレーションの概要である（図 4.1）。 
 
 
図 4.1.	 MD 法の概略。 
 
 
 
4.1.3 分子力場  
 
	 個々の分子における力は力場モデルによって制御される。分子力場モデルでは、
分子のポテンシャルエネルギーを与える関数やその係数が数値化されている。本
研究で用いた AMBER 力場の説明をする。 
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 ポテンシャルエネルギーU は、UB の共有結合項（bonded）で表される分子内力
場と、UNB の非共有結合項（Non Bonded）で表される分子間力場との和として表
される（式 4.4）。 
 
    𝑈 = 𝑈! + 𝑈!"	   	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	    	 	   （4.4） 
 
	 UB と UNB は更に、それぞれ（4.5）、（4.6）式で表される。 
 
    𝑈! =   𝑈!"#$ +   𝑈!"#$% +   𝑈!"#$!%&' +   𝑈!"#$%#&$ 	 	 	 	 	 	   	 	 	  （4.5） 
    𝑈!" =   𝑈!"# +   𝑈!"#$%&	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     	 	  （4.6） 
	 𝑈!"#$は共有結合、𝑈!"#$%は結合角、𝑈!"#$!%&'は二面角、𝑈!"#$%#&$は improper torsion
のポテンシャルエネルギーを、𝑈!"#はファンデルワールス相互作用、そして𝑈!"#$%&は静電相互作用からの寄与の項である。 
 
	 静電相互作用は、他の相互作用と比較しても距離による減衰が少ないため、MD
計算でも時間がかかるとされる。そこで長距離相互作用の扱いには様々な工夫が
なされており、本研究ではパーティクルメッシュエワルド（PME）法[77]などの
手法を用いて計算した。 
 
 
4.1.4	 運動方程式の近似  
 
	 運動方程式の微分方程式を計算機で扱う場合、差分式で近似する必要がある。
近似の仕方には、大きく分けて差分近似式、予測子-修正子法、時間発展演算子法、
ルンゲクッタ法などがある。また差分近似法の中にもオイラー法、ベルレ法、速
度ベルレ法、蛙飛び法などがある。今回は、精度、計算時間のバランスが比較的
良いとされる蛙跳び法を用いた。 
 
	 蛙跳び法では、蛙跳び（leap-frog）差分式によって運動方程式の積分を行う。
計算には位置（4.7）と速度（4.8）を用いる。位置𝑟 𝑡 によって決定される𝑭(𝑡)を
用いて、時刻𝑡 + !!  ! における速度を更新し、この𝒗 𝑡 + !"! を用いてある時間刻み
後(𝑡 + 𝛥𝑡)での位置を更新する。 
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    𝒗 𝑡 + !!  ! =   𝒗 𝑡 − !"! +   𝑭(!)! 𝛥𝑡                            （4.7） 
    𝒓 𝑡 + 𝛥𝑡   =   𝒓 𝑡 + 𝒗 𝑡 + !"! 𝛥𝑡                            （4.8） 
 
 
4.1.5	 周期的境界条件  
 
	 有限の系では、粒子は容器の壁からも力を受ける。表面効果を排除して、界面
から十分離れた状態を再現するために、周期的境界条件（Periodic boundary 
conditions, PBC）を設定する。PBC 下では、中央の基本セルと全く同じ仮想セル
が x, y, z 方向に無限に配列し、ある粒子が基本セル外に出て仮想セルに移った場
合、反対側の仮想セルから基本セルに同粒子が補充される。従って PBC 下では、
粒子が壁に当たっても、壁から力を受ける事なく、そのまま系の外側に突き抜け
る（図 4.2）。 
 
 
図 4.2.	 PBC 下での粒子の動き。中央の基本セル内の赤い粒子が境界を通過した
場合（左図）、反対側の仮想セル内から同粒子が補充される（右図）。実際には、
これが三次元的に行われる。 
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4.1.6	 インターフェイスを導入した YciF 二分子の MD シミュレーション  
 
	 これまで使用していた sulerythrin タンパク質は、内部に鉄原子と亜鉛原子を含
んでおり、それが周囲のアミノ酸と複雑に相互作用している。内部の金属が、タ
ンパク質構造の安定性にどのように関与しているかは、量子化学計算での解析が
進んでいる[78]。Sulerythrin のスーパーファミリータンパク質である YciF タンパ
ク質は、金属原子を含んでいなくても結晶化する事はわかっており、計算におい
て不確定要素を減らすために、シミュレーションでは YciF を使用した。 
 
	 YciF を選んだ理由は、他に四つある。第一に、我々がデザインしたインターフ
ェイスは、疎水性アミノ酸を表面に持つ。タンパク質表面に存在するアミノ酸は、
しばしばタンパク質全体の安定性の減少を引き起こす。そこで、できるだけ熱安
定性が高いタンパク質にインターフェイスを導入する事で、タンパク質の安定性
を保とうと考えた。YciF は、大腸菌由来のストレス応答タンパク質で、熱変性中
点 Tm が 100 ℃である[79],[80]（付録 E）。第二に、我々がデザインしたインター
フェイスを導入できる、ヘリックス-ターン-ヘリックスをタンパク質両端の表面
に持っている点である。第三に、MD シミュレーションを行うためには、pdb フ
ァイルに入力されたタンパク質全原子の座標が必要であり、YciF は既に X 線結晶
解析により、2 Åの解像度で構造が決定されて Protein Data Bank に登録されている
からである（PDB ID: 2GS4）[81]。最後に、YciF はホモダイマータンパク質であ
るため、単量体をコードする DNA 上で変異を導入すれば、発現した時に変異導
入部を両端に持つようにフォールドする。これは実験で用いる際、有利に働く点
である。 
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 我々は YciF タンパク質（図 4.3）を使って、タンパク質二分子結合の全原子
MD シミュレーションを行った。YciF の分子量は、ホモダイマーで約 37.6 KDa
である。YciF タンパク質は、熱ストレス応答タンパク質として考えられているが、
詳しい機能は分かっていない。ただし、ファミリータンパク質である Rubrerythrin
タンパク質はペルオキシダーゼ活性を持つ事が分かっている[82]。インターフェ
イスを導入する予定の部位を向き合わせて、二分子を適当な距離に離して配置し、
アミノ酸変異の数と位置を少しずつ変更したインターフェイスを複数デザインし
て、それらを導入した YciF タンパク質の結合をそれぞれシミュレートした。 
 
 
図 4.3.	 YciF タンパク質を横から見た図（a）と上から見た図（b）。YciF はホモ
ダイマー構造をとり、各鎖を緑色と水色で色分けしてある。 
 
 
  
a b
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4.1.7	 YciF に導入したインターフェイスの構造  
 
	 疎水性アミノ酸と電荷アミノ酸を、どのような数と配置でインターフェイスを
作製すれば良いのか傾向を調べるために、インターフェイスをデザインした（図 
4.4）（表 4.1）。全インターフェイスに採用された E38Q の変異は、タンパク質表
面の電荷を観察した結果、結合の際に反発が起こる可能性が示唆されたため採用
された。 
 
 
図 4.4. タンパク質のインターフェイス部位と、導入した変異の場所を示す。黄色
とマゼンタが、インターフェイス同士が結合した時に内部に入り込む部分で、
heptad repeat で a と d の位置に当たる部位である。青色が、インターフェイスの
側面部分にあたり、heptad repeat で b と c の位置に当たる部位である。また、29, 38, 
52 番目のアミノ酸の Cαで定義されるインターフェイスを三角形で示す。 
 
  
E38QorL
K39EorK
Q42L
H45L
A46EorK
E49L
H52L
G53EorK
A29L
K30EorK
R26L
Q23EorK
R33L
  41 
表 4.1. インターフェイスに導入した変異箇所と、変異体の名前。変異体のペア
として、同じ数の疎水性アミノ酸と互いに異なる電荷アミノ酸を導入した変異体
を使用した。例えば、4L2E に対しては、4L2K を充てがった。アルファベットは
導入したアミノ酸の一文字表記で、L はロイシン、E はグルタミン酸、K はリシ
ンである。アルファベット前の数字は、インターフェイス内のアミノ酸の数を示
しており、4L なら 4 つのロイシンが含まれる。 
Variants pair Variant name Mutation sites 
Wild-wild - None (wild-type) 
- None (wild-type) 
0L0E-0L0K 0L0E E38Q 
0L0K E38Q 
0L2E-0L2K 0L2E K30E, A46E, E38Q 
0L2K (K30), A46K, E38Q 
0L5E-0L5K 0L5E Q23E, K30E, K39E, A46E, G53E, E38Q 
0L5K Q23K, (K30), (K39), A46K, G53K, E38Q 
2L0E-2L0K 2L0E A29L, H45L, E38Q 
2L0K A29L, H45L, E38Q 
2L2E-2L2K 2L2E A29L, H45L, K30E, A46E, E38Q 
2L2K A29L, H45L, (K30), A46K, E38Q 
2L5E-2L5K 2L5E A29L, H45L, Q23E, K30E, K39E, A46E, G53E, 
E38Q 
2L5K A29L, H45L, Q23K, (K30), (K39), A46K, G53K, 
E38Q 
4L0E-4L0K 4L0E R26L, A29L, R33L, H45L, E38Q 
4L0K R26L, A29L, R33L, H45L, E38Q 
4L2E-4L2K 4L2E R26L, A29L, R33L, H45L, K30E, A46E, E38Q 
4L2K R26L, A29L, R33L, H45L, (K30), A46K, E38Q 
4L5E-4L5K 4L5E R26L, A29L, R33L, H45L, Q23E, K30E, K39E, 
A46E, G53E, E38Q 
4L5K R26L, A29L, R33L, H45L, Q23K, (K30), (K39), 
A46K, G53K, E38Q 
6L0E-6L0K 6L0E R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, E38Q 
6L0K R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, E38Q 
6L2E-6L2K 6L2E R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, K30E, 
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A46E, E38Q 
6L2K R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, (K30), 
A46K, E38Q 
6L5E-6L5K 6L5E R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, Q23E, 
K30E, K39E, A46E, G53E, E38Q 
6L5K R26L, A29L, R33L, H42L, H45L, E49L, Q23K, 
(K30), (K39), A46K, G53K, E38Q 
8L0E-8L0K 8L0E R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, E38Q 
8L0K R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, E38Q 
8L2E-8L2K 8L2E R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, K30E, A46E, E38Q 
8L2K R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, (K30), A46K, E38Q 
8L5E-8L5K 8L5E R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, Q23E, K30E, K39E, A46E, G53E, E38Q 
8L5K R26L, A29L, R33L, Q38L, H42L, H45L, E49L, 
H52L, Q23K, (K30), (K39), A46K, G53K, E38Q 
 
 
	 また、結合を量的に解析できるように、インターフェイスを計算機上で定義し
た。実際のインターフェイスの 29、38、52 番目のアミノ酸の Cα3 点で構成され
る三角形平面（図 4.4）をインターフェイスとして、インターフェイス間の距離 D
を、その三角形の重心間距離として定義した（図 4.5）。 
 
図 4.5. 定義された D の概略。図 4.4 で示された三点でインターフェイスを定義し、
二分子間の距離 D を、その三角形の重心間距離とした。 
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4.1.8	 MD シミュレーションの条件  
 
	 我々は、デザインしたインターフェイスの結合への寄与を MD シミュレーショ
ンによって調査した。インターフェイス導入部位として、YciF のヘリックス-タ
ーン-ヘリックスが存在する 23~53 アミノ酸部位を設定した。二分子の YciF が結
合すると、二つのインターフェイスが天然の 4-ヘリックスバンドルと同様の構造
になるように、pdb ファイル上で YciF 二分子を逆平行に配置した（図 4.6）。 
 
 
図 4.6.	 YciF 二分子（マゼンタとオレンジで示された一分子と、緑と水色で示さ
れた一分子）を、pdb ファイル上で配置した図。（a）を 90 度回転させたものが
（b）である。図中の灰色の部分が、インターフェイスにあたる。 
 
 
	 本研究では、Mac Pro（OS: version 10.7.1, プロセッサ: 2 x 2.93 GHz 6-Core Intel 
Xeon, メモリ : 24 GB 1333 MHz DDR3）にインストールした GROMACS  
(GROningen Machine for Chemical Simulations) （version 4.5.4）ソフトを用いて、
MD シミュレーションを行った[83][84][85]。使用した力場モデルは、全原子モデ
ルの AMBER99SB-ILDN [86] である。AMBER-ILDN 力場は、AMBER 力場の中で
も新しく、よく用いられている力場である。特に、タンパク質の計算用にイソロ
イシン、ロイシン、アスパラギン酸、アスパラギンアミノ酸の側鎖のねじれポテ
ンシャルが改善されており、ヘリックスやβシートの再現度も高いため使用した。
また、水モデルとしては、Extended Simple Point Charge (SPC/E) [87]モデルを使用
した。SPC/E モデルでは水分子を、それぞれ負電荷を帯びた 2 点の酸素原子と、
正電荷を帯びた 1 点の水素原子として扱う。3 点電荷モデルでは、定圧比熱 Cp
の実験値をよく再現する。また、他の 4 点モデル（TIP4P）や 5 点モデル（TIP5P）
に比べて計算時間を短縮できる[88], [89]。 
 
a b
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 力場を設定後、タンパク質の端から 1.0 nm 以上境界が離れるように、基本セル
を設定した。その際、基本セルのタイプは dodecahedron タイプを使用して、水分
子の数を立方体タイプに比べて 30 %程度削減し、計算時間短縮を期待した。系の
電荷を中性にするためにカウンターイオンを導入した。その後、エネルギー最小
化を行って、ポテンシャルエネルギーを低下させ、エネルギーが異常に高い部位
が無い状態にした。次に時間刻み 2 fs（フェムトセカンド）で 5 万 ステップ計算
を行い、全 100 ps（ピコセカンド）の NVT アンサンブル（粒子数、体積、温度が
一定のシミュレーション）と、NPT アンサンブル（粒子数、圧力、温度が一定の
シミュレーション）で溶媒緩和を行った。その後、NPT アンサンブル下において、
時間刻み 2 fs で、250 万 ステップ計算を行い、全 5 ns（ナノセカンド）の MD シ
ミュレーションを NPT アンサンブル下で行った。設定した圧力は 1.0 bar、温度は
300 K（27℃）である。 
 
	 我々はインターフェイスを導入する初期座標を決定する際に、野生型 yciF 二分
子が、5 ns 後も結合しない距離を探索した。それぞれ少しずつ距離を変えた野生
型 YciF 二分子のペアは、水分子の配置をランダムに変えて 3 回ずつ行った。3 回
全てのシミュレーションで、5 ns 後も二分子が結合しなかった場合を、野生型 YciF
が結合しない最小の距離とみなした。この初期配置を、今後インターフェイスを
導入する土台として使った（図 4.7）。 
 
 
図 4.7.	 インターフェイスを導入する二分子間の距離を求めた方法。野生型 YciF
を少しずつ距離を変えて配置し（左側）、5 ns の MD シミュレーションを 3 回行
った。そのうち 1 回でも分子同士が接触した場合（右上）は棄却して、3 回とも
二分子が接触しなかった（右下）際の初期配置（左下四角内の構造）を、インタ
ーフェイスを導入する土台とした。 
 
MD
MD
×3
×3
  45 
 
	 次に、向き合った二分子の一分子に疎水性アミノ酸と負電荷アミノ酸からなる
インターフェイスを、もう一分子に疎水性アミノ酸と正電荷アミノ酸からなるイ
ンターフェイスを pdb ファイル上で導入した。この際、タンパク質ビューワーソ
フトである、MacPymol[90]と Swiss-PdbViewer[91]を使用した。今回は、インター
フェイスの結合の寄与を調べる目的のため、タンパク質の両端にはインターフェ
イスを導入しないで、二分子が向き合った部位にのみ導入した。 
 
	 二種類のインターフェイスを導入した変異体のペア一組につき、水分子の初期
座標をランダムに変えて、全 10 回の MD シミュレーションを行い、10 個のトラ
ジェクトリーを得た。これを、15 種類の変異体ペア全てにおいて同様に行った。
MD シミュレーション後、全 150 のトラジェクトリーを解析して、結合に関与す
るアミノ酸変異の数と位置の関係性を調べた。 
 
 
4.1.9	 天然の 4-ヘリックスバンドルにおけるヘリックス -ターン -ヘリックス
面間の距離  
 
	 結合の度合いを評価するために、LARFH の基となったラックリプレッサーC 末
端側のヘリックス-ターン-ヘリックス面間距離を解析した[56]。構造を観察した所、
ラックリプレッサーの A から D 鎖のうち、A、C 鎖で構成される面と、B、D 鎖
で構成される面が、YciF 二分子が理想とする同様の角度で向き合っていた。従っ
て、A 鎖の 346L と C 鎖のの 342L, 356L を一つのインターフェイスとして、B 鎖
のの 346L と D 鎖の 342L, 356L をもう一つのインターフェイスとして扱った。各
ロイシンの Cαで形成される三角形を用いて、GROMACS のツールを使い、イン
ターフェイス間の距離を解析した。 
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4.2	 YciF の結合実験  
 
	 4.2.1 では、結合実験に使う変異体を選んだ経緯を説明する。4.2.2 では、YciF 遺
伝子の抽出について説明する。4.2.3 と 4.2.4 において、YciF 変異体の遺伝子作製か
らタンパク質精製の手法について述べる。4.2.5 と 4.2.6 では、結合実験や解析方法
について説明する。 
 
 
4.2.1	 YciF6L5E と、YciF6L5K の変異体  
 
	 MD シミュレーションを各変異体ペアに付き、6 回行った時点で、4.1 結果を解
析した結果、6L5E-6L5K の変異体ペアが、最も良く結合するという傾向が得られ
た。そこで我々は、実際にその YciF 変異体のペアを作製し、結合するかどうかを
試した。 
 
 
4.2.2	 YciF の遺伝子抽出  
 
	 まず、野生型の yciF 遺伝子配列を E. coli（JM109 株）のコロニーPCR によって
抽出した（付録 F）。YciF 遺伝子を、pET-28a ベクターに組み込んで Rosetta2（DE3）
株を形質転換し、培養後に発現チェックを行い、YciF の分子量の位置にバンドが
出る事を SDS-PAGE で確認した。 
 
 
4.2.3	 YciF6L5E と YciF6L5K の遺伝子作製  
 
	 pET-28a ベクターの MCS 上に組み込んだ、野生型の yciF 遺伝子配列に、
SOE-PCR 法（付録 G）（付録 H）で変異を導入し、6L5E と 6L5K の遺伝子配列
を作製した。pET-28a ベクターには、His-tag 配列が予めコードされており、発現
するタンパク質にヒスチジン 6 個からなる His-tag が付与される。これにより、タ
ンパク質精製が簡易になると期待した。ベクターに導入後、JM109 株を形質転換
し、培養した菌液を用いてプラスミド精製を行った。 
 
 
4.2.4	 DNA シークエンシング  
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（付録 I）参照。F, R-primer には前述の T7-P, T7-T プライマーを用いた。 
 
 
4.2.5	 YciF6L5E と YciF6L5K の発現  
 
	 正しい配列を持ったプラスミドを用いて、Rosetta2（DE3）株を形質転換した。
大腸菌を培養し（付録 J）、菌体を破砕し SDS-PAGE を用いて発現チェックと熱
耐性チェック（付録 K）を行った。 
 
 
4.2.6	 YciF6L5E と YciF6L5K の精製  
 
	 2 L の LB 培地を用いて、大量培養、大量発現を行った。菌体破砕液から、ÄKTA 
system を用いてタンパク質の精製を試みた。Histrap HP, HiTrapTM Q HP と、
Resource Q カラム(GE ヘルスケア社)等を用いて、ÄKTA system によるクロマトグ
ラフィーを行い精製した（付録 L）。精製後、塩を抜くために 20 mM Tris-Cl pH 8.0
に透析を行い、フィルターろ過した。また、精製したタンパク質は、BCA Protein 
Assay Regent Kit (PIERCE 社) により濃度測定した。 
 
 
4.2.7	 結合実験  
 
	 精製した YciF6L5E と YciF6L5K を用いて、結合実験を行った。結合の測定に
は、分光蛍光光度計RF-5300PC SPECTROFLUOROPHOTOMETER (SHIMADZU社)
を使用して、350nm の光散乱強度 (LSI)の増減を観察した。また、結合実験後の
サンプルを SDS-PAGE にかけて、実際に結合による凝集がみられるか実験した。 
 
 
4.2.8	 ゲル濾過クロマトグラフィーによる分子量の測定  
 
	 AKTA system と、superdex200 カラムを用いて、YciF6L5E と YciF6L5K の分子
量の測定を行った。 
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4.3	 MC シミュレーションによるインターフェイスのデザイン  
 
4.3 では、MC 法を利用したシミュレーションによる、インターフェイスの再デザ
インについて説明する。4.3.1 では、Rosetta Design ソフトを用いたインターフェイ
ス再デザインの手順について詳しく説明する。4.3.2 では、Rosetta Design に入力し
た構造を選出した方法について述べる。 
 
 
4.3.1	 Rosetta Design による MC シミュレーション  
 
我々は、天然の 4-ヘリックスバンドルを模倣して、相互作用を誘起して結合
が起こるインターフェイスを作製してきた。もし、インターフェイス表面のアミ
ノ酸を、結合した際に最もエネルギーが低くなるようにデザインできれば、結合
後も安定してその構造を保つ事が予想される。 
 
我々は、Rosetta Design ソフトを使用して、結合した構造を基に、より結合し
た時にエネルギーが安定化するアミノ酸配列を探った。Rosetta Design は、アミノ
酸の回転異性体構造ライブラリと MC 法を含んだ、タンパク質構造予測やインタ
ーフェイスデザインなどが行える MC 法を利用したシミュレーションソフトであ
る[92]。Rosetta Design は、最近インターフェイスの研究に多く使われており、様々
な業績があげられている[50],[51]。Rosetta Design には、あるタンパク質の主鎖構
造を入力すると、その主鎖構造はそのままで、全体で最も構造が安定化するパッ
キング（結合部位の場合ならインターフェイスのフィッティング）の良いアミノ
酸の予測が行える fixed backbone アプリケーションがある。このアプリケーショ
ンを用いて、結合構造の再安定化を行った。 
 
まず、結合している構造を作製するために、天然のヘリックス-ターン-ヘリッ
クスが二量体化して 4-ヘリックスバンドルを形成している構造を、YciF 二分子の
インターフェイス部位と重ね合わせができるか試行した。Pymol や Swiss pdb 
viewer ソフトにて分子構造の重ね合わせを行い、ヘリックス間の距離が天然の 4-
ヘリックスバンドルと同じになるような、安定と思われる主鎖構造を得ようとし
たが、ソフトによる重ね合わせは成功しなかった。これは、ヘリックス同士の詳
細な角度や向きが違う事が原因と考えられる。 
 
一方、二分子結合を行った MD シミュレーション中の構造を観察すると、瞬
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間瞬間によって、インターフェイス同士が密接に結合している構造や、ゆるく結
合している構造がある事がわかった。この実験では得られない、結合した瞬間の
タンパク質の構造を基に、我々はインターフェイスの再デザインを行った。 
 
 
4.3.2	 Rosetta Design で使用した構造  
 
	 Rosetta Design の fixed backbone アプリケーションでは、主鎖構造は固定され、
アミノ酸側鎖のみを予測するため、基とする結合した構造は丁寧に選ぶ必要があ
る。そこで、天然の 4-ヘリックスバンドル内のインターフェイス間距離や、ヘリ
ックス同士の角度、結合した構造のインターフェイス間の溶媒分子の有無を解析
して、予測に用いる構造を選出した。 
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5. YciF のシミュレーション結果、実験結果と考察  
 
	 この章では結果と考察を述べる。5.1 にて、MD シミュレーションで得られた結果
の解析とその考察を、5.2 にて、実際に作製した変異体の結合実験の結果と考察を、
5.3 にて結合した構造を更に安定化させるアミノ酸配列の予測結果を考察とともに
説明する。 
 
 
 
5.1 MD シミュレーションの結果と考察  
 
5.1 では、MD シミュレーションの結果と考察を述べる。5.1.1 では、MD シミュレー
ションを行うにあたって、YciF 二分子の初期座標をどうやって決定したかを説明す
る。5.1.2 では、変異体ペアにインターフェイスを 15 種類の組み合わせで導入し、
二分子間結合が起こるか MD シミュレーションした結果をのせる。5.1.3 では、天然
の 4-ヘリックスバンドル内のヘリックス-ターン-ヘリックス面同士の距離がどれく
らい距離なのか解析した結果と、5.1.4 では、その結果をもとに結合の定義を考え、
MDシミュレーションの結果を解析した方法について説明する。さいごに 5.1.5にて、
5.1 全体の考察を述べる。 
 
 
5.1.1 野生型 yciF 二分子が結合しない距離  
 
我々は、野生型 YciF 二分子が、5 ns 後も接触していない距離を解析した。こ
こで言う接触とは、二分子間で、タンパク質の側鎖が水素結合またはイオン結合
できる距離以下に近づいた事を指す。5 ns 後の構造を目視で観察し、接触してい
なかった場合の初期座標を得た。その初期座標における、二分子間の距離を、D
の値（5.1.7 参照）で解析した結果、D ≧ 1.35 nm で野生型が接触しない事が分
かった。接触が起こらなかった野生型二分子の 3 つのトラジェクトリーにおける、
D のタイムカーブを示す（図 5.1）。D 値が 1.35 nm より下に低下せず、二分子が
離れていく様子が確認できる。構造を目視で確認した結果、全トラジェクトリー
において二分子は接触しないで解離状態であった。 
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図 5.1.	 野生型 YciF 二分子の 3 つのトラジェクトリーにおける、5 ns の MD
シミュレーション中の D 値の推移を示す。初期座標で、D = 1.35 nm に設定した。 
 
 
5.1.2	 導入したインターフェイスの結合の頻度による評価  
 
5 ns 後も接触していなかった野生型 yciF 二分子の初期座標を土台にして、（表
4.1）で示されたインターフェイスを導入し、それぞれのペアで MD シミュレーシ
ョンを行った。MD シミュレーション後、全ての構造を観察、解析して、結合の
頻度を求め、導入したインターフェイスとの相関を調べた。 
 
	 まず、5 ns の MD シミュレーション中、D の距離が 1.35 nm または 1 nm 未満だ
った時間をカウントした（表 5.1）。この結果から、導入する疎水性アミノ酸が多
くなる程、または導入する電荷アミノ酸の数が多くなる程、D < 1.35nm や D < 1 nm
の時間が増える傾向が示された。 
 
	 例外的に、8L5E-8L5K のペアで D <  1 nm の時間が短かったが、これは 10 回
というトラジェクトリー数が少なく、正しい傾向が見られなかったと考えている。
8+5 個という数の変異を導入しすぎて変性が進み、結合が起こらなかった可能性
もあるが、MD シミュレーション時間は 5 ns と短いため、変性は観測されないと
考えられる。もし完全に変性を観察するならば、変性がフォールディングの逆反
応と考えた場合、室温において数百 µs の時間が必要と示唆される[93]。 
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表 5.1. 全サンプルの D < 1.35 nm だった時間（ns）をカウントした結果。例えば 0L-0L
列の 0E-0K 行のセルが、0L0E-0L0K の変異体ペアの結果を示す。（）内は D < 1 nm。
時間が多かったトラジェクトリー順に並べてある。 
 0L-0L 2L-2L 4L-4L 6L-6L 8L-8L 
0E-0K 3.87 (0.42) 
1.71 (0.00) 
0.42 (0.00) 
0.30 (0.00) 
0.28 (0.00) 
0.23 (0.00) 
0.11 (0.00) 
0.10 (0.00) 
0.08 (0.00) 
0.03 (0.00) 
3.17 (0.00) 
2.26 (0.00) 
1.61 (0.00) 
0.36 (0.00) 
0.20 (0.00) 
0.17 (0.00) 
0.11 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.02 (0.00) 
5.00 (2.16) 
4.43 (0.90) 
0.77 (0.00) 
0.59 (0.00) 
0.36 (0.00) 
0.29 (0.00) 
0.06 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.03 (0.00) 
0.00 (0.00) 
5.00 (4.55) 
4.85 (2.77) 
4.62 (0.00) 
0.20 (0.00) 
0.16 (0.000 
0.15 (0.00) 
0.12 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.01 (0.00) 
5.00 (3.79) 
5.00 (1.28) 
4.89 (2.65) 
4.82 (0.04) 
1.32 (0.00 
0.10 (0.00) 
0.08 (0.00) 
0.03 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.01 (0.00) 
2E-2K 4.71 (0.04) 
3.79 (0.00) 
1.70 (0.00) 
0.55 (0.00) 
0.34 (0.00) 
0.23 (0.00) 
0.22 (0.00) 
0.08 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.01 (0.00) 
4.72 (0.00) 
3.64 (0.00) 
2.78 (0.00) 
1.60 (0.00) 
0.39 (0.00) 
0.35 (0.00) 
0.11 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.00 (0.00) 
4.83 (2.52) 
4.81 (3.86) 
0.53 (0.00) 
0.28 (0.00) 
0.08 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.00 (0.00) 
4.99 (4.63) 
4.96 (4.79) 
4.83 (3.35) 
4.28 (2.10) 
3.97 (0.00) 
2.48 (0.04) 
0.06 (0.00) 
0.06 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.02 (0.00) 
4.98 (3.80) 
4.92 (3.49) 
4.88 (2.96) 
3.90 (3.42) 
1.32 (0.00) 
0.05 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.00 (0.00) 
0.00 (0.00) 
5E-5K 3.99 (1.84) 
2.11 (0.00) 
0.23 (0.00) 
0.17 (0.00) 
0.13 (0.00) 
0.12 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.01 (0.00) 
3.21 (0.01) 
2.49 (0.00) 
1.93 (0.00) 
0.44 (0.00) 
0.34 (0.00) 
0.16 (0.00) 
0.13 (0.00) 
0.12 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.01 (0.00) 
5.00 (4.72) 
4.52 (1.07) 
4.49 (0.99) 
1.90 (0.02) 
0.13 (0.00) 
0.06 (0.00) 
0.06 (0.00) 
0.05 (0.00) 
0.01 (0.00) 
0.00 (0.00) 
4.99 (4.40) 
4.99 (0.64) 
4.91 (2.68) 
4.08 (0.48) 
3.60 (1.65) 
1.49 (0.00) 
0.14 (0.00) 
0.05 (0.00) 
0.00 (0.00) 
0.00 (0.00) 
5.00 (4.82) 
4.97 (1.01) 
4.78 (1.20) 
4.35 (0.29) 
4.09 (0.46) 
0.13 (0.00) 
0.05 (0.00) 
0.04 (0.00) 
0.02 (0.00) 
0.02 (0.00) 
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a                               b 
 
c                                     d 
 
e                                     f 
  
g 
図  5.2.	 結合がよく観察された変
異体ペアの全 10 回のトラジェクト
リーにおける D 値の時間推移。 
（a）4L5E-4L5K。（b）6L0E-6L0K。
（c）6L2E-6L2K。（d）6L5E-6L5K。
（e）8L0E-8L0K。（f）8L2E-8L2K。
（g）8L5E-8L5K。  
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 次に、（表 5.1）で比較的よく結合が観測された、4L5E-4L5K 〜 8L5E-8L5K の
全 10 回におけるトラジェクトリーの D の時間推移を載せる（図 5.2）。D はイン
ターフェイス間の重心間距離を示すため、二分子が近づいてインターフェイス同
士が結合するほど小さく、逆に二分子が解離するほど大きい値を示す。 
 
表 5.1 と図 5.2 を見比べて、接触または結合がおきた場合の D のグラフを観察
すると、多くの場合、MD シミュレーションを始めておよそ 1 ns 後には二分子が
接触または結合する事が分かった。グラフを見ると、多くの場合、1 ns 以内に結
合するかしないかが分かるように思われる。従って、我々が観測しているのは、
二分子が十分近づき、結合を開始する瞬間だと考えられる。また、結合が起きた
際の D 値は、0.9~1.1 nm 程度となる事がわかった。 
 
 
インターフェイスに導入したロイシンが、戦略通り疎水性相互作用を誘起して、
疎水結合を行っているか確かめるために、インターフェイスに導入したロイシン
の溶媒露出面積（Solvent-Accessible Surface Area; S-ASA）を解析した。全 10 回の
トラジェクトリーで結合の傾向が強かった 6L5E-6L5K・8L2E-8L2K・8L5E-8L5K
のペアのうち、D < 1 nm 未満だった時間が最も多かったトラジェクトリーと、最
も少なかったトラジェクトリーを比較した（図 5.3）。6L5E-6L5K ペアでは、導入
した 12 個のロイシンの S-ASA を、8L2E-8L2K と 8L5E-8L5K ペアでは、導入した
16 個のロイシンの S-ASA を解析した。解析には Pymol の S-ASA 測定コマンドを
使用した。もし二分子が、ロイシンをインターフェイス内側に含むように結合し
た場合、ロイシンの S-ASA が低下すると考えられる。 
 
図 5.3 により、結合が起こらず解離したトラジェクトリーでは SASA の変化
はほとんど観察されなかった。一方、結合したサンプルでは、初期の二分子が離
れた状態と比べて、半分程度にまで SASA が低下した。これはすなわち、導入し
たロイシンがインターフェイス同士が結合するにしたがって、インターフェイス
内側、つまり分子間内部へと埋没した事を示し、戦略通り疎水性相互作用が誘起
されて疎水結合が起こった結果だと考えられえる。 
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図 5.3.	  6L5E-6L5K（a）、8L2E-8L2K（b）、8L5E-8L5K（c）における、導入
した 6 つないしは 8 つのロイシンの S-ASA の時間推移。二分子が結合しなかった
トラジェクトリーを破線で、結合したトラジェクトリーを実線で示す。SASA は
5 ns のシミュレーション時間を 200 ps に区切り、それそれぞれの平均の構造を算
出し、その SASA を計算によって求めた。  
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また、インターフェイスに導入した電荷アミノ酸と疎水性アミノ酸が、結合に
どう寄与しているか間接的に調べるため、結合したサンプルとしなかったサンプ
ルで静電相互作用とレナード・ジョーンズ（LJ）のポテンシャルエネルギーを比
較した。今回は、結合したサンプルとして 8L5E-8L5K ペアの 4 番目のトラジェク
トリーを、解離したサンプルには同じく 8L5E-8L5K ペアの 5 番目のトラジェクト
リーを用いた。タンパク質の各原子間（二分子間では無い）で、1 nm の範囲のク
ーロンポテンシャルエネルギー（図 5.4（a））と LJ ポテンシャルエネルギー（図 
5.4（b））の合計を示した。どちらも、結合したトラジェクトリーの方が、時間推
移に従ってポテンシャルエネルギーの低下が観察された。すなわち、結合したサ
ンプルでは、正電荷と負電荷アミノ酸間で静電相互作用が誘起されて、結果クー
ロンのポテンシャルエネルギーが下がったと示唆された。また、LJ ポテンシャル
も同様に結合したトラジェクトリーでは低下が観察され、これはインターフェイ
ス同士が密接に結合した結果と考えられる。 
 
 
図 5.4.	 8L5E の 4 番目のトラジェクトリーを結合サンプル、5 番目のトラジ
ェクトリーを解離サンプルとした。（a）クーロンポテンシャルエネルギー（b）
LJ ポテンシャルエネルギー。  
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最後に、結合したトラジェクトリーとしなかったトラジェクトリーにおける、
RMSF（root mean square fluctuation）を比較した（図 5.5）。結合したトラジェクト
リーの方が明らかにタンパク質全体のゆらぎが抑えられている。また、緑線のイ
ンターフェイス導入部位を比較すると、8L5E の 40 番目残基周辺のゆらぎのピー
クが、結合トラジェクトリーではほとんど観察されない。40 番目残基周辺は、ヘ
リックス-ターン-ヘリックスのターン部分にあたり、インターフェイス同士が結
合することで天然ではゆらぎがちなターン部分が固定され、タンパク質の安定性
にも寄与する可能性がある。 
 
 
図 5.5.	 8L5E-8L5K ペアで結合したトラジェクトリーと解離したトラジェクト
リーの、インターフェイスを導入したポリペプチド鎖の RMSF を比較した結果。（a）
が 8L5E、（b）が 8L5K の結果である。残基番号の緑線図がインターフェイス導入部
位にあたる。  
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5.1.3	 天然の 4-ヘリックスバンドルにおけるヘリックス -ターン -ヘリックス
面間の距離  
 
天然に存在する 4-ヘリックスバンドル内の、ヘリックス-ターン-ヘリックス面
間距離を解析した。ラックリプレッサーの A 鎖の 346L と C 鎖のの 342L, 356L を
一つのインターフェイスとして、B 鎖のの 346L と D 鎖の 342L, 356L をもう一つ
のインターフェイスとして扱い、インターフェイス間距離を GROMACS で解析し
た。 
その結果、天然のインターフェイスの重心間距離は、0.896 nm であった。 
 
 
 5.1.4	 結合の条件設定と、インターフェイスの評価  
 
	 これまで結合の傾向は、単純に 5 ns のシミュレーション時間の中で、D の値が
一定未満だった時間の合計を比較してきた。しかし、これでは、分子が振動する
ように結合と接触を繰り返しているのか、密接な結合状態を保っているのか区別
が付かない。我々が求める結合状態とは、インターフェイス同士が密着して、あ
る程度の時間その構造を維持している状態である。そこで、結合を判定する基準
を設けた。天然のインターフェイス間距離を求めた 5.1.3 の結果を参考にして、D 
< 1 nm の状態が 1.5 ns 以上続いた場合を結合の条件と定義して、結合とその傾向
を定量的に測った（表 5.2）。 
 
表 5.2.	 D < 1.0 nm かつ、それが 1.5 ns 以上続いた場合を結合とした場合の、全
15種類の変異体ペアの各 10トラジェクトリーにおける結合をカウントした結果。
例えば 0L-0L 列の 0E-0K 行が、0L0E-0L0K 変異体ペアの、10 回のトラジェクト
リーのうち、何回結合が起きたトラジェクトリーがあったかを表す。 
 0L-0L 2L-2L 4L-4L 6L-6L 8L-8L 
0E-0K 0/10 0/10 0/10 2/10 2/10 
2E-2K 0/10 0/10 0/10 3/10 4/10 
5E-5K 0/10 0/10 1/10 3/10 2/10 
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5.1.5	 MD シミュレーション結果についての考察  
 
	 二分子の結合は、相互作用面の疎水性アミノ酸と、電荷アミノ酸の数が多い程
強い傾向が見られた。我々が結合と定義した（インターフェイスの重心間距離 D  
1 nm 未満の状態が、1.5 ns 以上継続する）条件で、最も結合が頻繁に観測された
のは、8L2E-8L2K のペアであり、次点が 6L5E-6L5K ペアと 6L2E-6L2K ペアであ
った。 
	 また、天然の 4-ヘリックスバンドル内のインターフェイス間距離を解析した結
果と、我々が得た結合サンプルのインターフェイス間距離は、ほぼ同程度であり、
インターフェイスデザインの信頼性において良い結果となった。 
	 インターフェイス同士が向き合った部分に導入されたロイシンの S-ASA を解
析した結果、インターフェイス間の距離の減少が見られたサンプルでは、同時に
S-ASA の減少が確認された。すなわち、インターフェイス同士が結合した際には、
導入したロイシンが疎水結合を誘起し、結合状態の維持に役立っていると考えら
れる。また、インターフェイス同士が近接した際には、水分子の効果で疎水性相
互作用が誘起されていると考えられる[11]。もし、6 つのロイシンを導入した部位
をインターフェイスとして使えるのなら、約 160 Å2 の広さがあれば、インターフ
ェイスが作製可能になると計算できる。これは、他の報告[47]よりも小さな面積
であり、応用範囲は広がると考えられる。 
	 インターフェイスに導入した電荷アミノ酸の結合への寄与を調べるために、結
合が見られたサンプルと解離したサンプルで、タンパク質全体のクーロンと LJ
ポテンシャルエネルギーを解析した。その結果、結合したサンプルでは、どちら
のポテンシャルエネルギーも減少が確認された。しかし、導入した変異は同じで
あるのに、片方では結合が起こらずポテンシャルエネルギーもあまり変化しない
ため、結合が起こる・起きないについてはほかの要因も関わっていると推測でき
る。ほかの要因として考えられるのは、分子の周囲に無数に存在する水分子の存
在が大きいと考えている。 
	 結合したサンプルと解離したサンプルで、構造のゆらぎ平均を解析した結果、
当然の事ながら結合したサンプルの方がゆらぎは抑えられていた。その際、結合
によってインターフェイスのヘリックスを繋ぐターン部分もゆらぎも抑えられて
いる事がわかり、結合による構造の安定性についての知見が得られた。 
	 ここまでの結果は、学術誌 1 つ[94]と、国際学会 2 つのプロシーディング[95][96]
として投稿し承認・採用済である。 
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5.2	 YciF の結合実験の結果と考察  
 
	 この 5.2 では、実際に作製した YciF6L5E（6L5E）と、YciF6L5K（6L5K）変異体
の結合実験の結果と考察を述べる。5.2.1 において、6L5E と 6L5K の耐熱性チェッ
クを行った結果ついて説明する。5.2.2 では、アフィニティカラムから溶出した変異
体の精製とその分子量の解析について、5.2.3 では、5.2.2 で精製した変異体を用い
た結合実験の結果について説明する。5.2.4 と 5.2.5、5.2.6 では、アフィニティカラ
ムを使わずに精製した変異体の精製と結合実験、分子量の解析結果についてそれぞ
れ説明する。5.2.7 で 5.2 全体の考察を述べる。 
 
 
5.2.1	 YciF6L5E, 6L5K の耐熱性  
 
	 MD シミュレーションにおいて良い結果が得られた 6L5E, 6L5K を実際に作製
して、発現チェックと熱耐性チェックを行った（図 5.6）。タンパク質発現菌液を
超音波破砕後、60℃, 65℃, 70℃で 10 分間保温して、遠心操作（16000 rpm, 10 min, 
4 ℃）により上清（上）と沈殿（下）に分離した。各サンプルを SDS-PAGE して
バンドの位置を確かめた。その結果、6L5E、6L5K ともに、70℃で 10 分間保温し
ても沈殿しない事がわかった。そのため、粗精製として、破砕液を 70℃で 10 分
間保温する手順を大量発現時に導入した。 
 
 
図 5.6.	 6L5E と 6L5K の熱耐性チェック。遠心操作後の上清を上、沈殿を下と表
示してある。 
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5.2.2	 アフィニティカラムと陰イオン交換カラムによる精製  
 
	 作製した 6L5E と 6L5K は、N 末端側に 6 つのヒスチジンから成る His タグが付
与されている。そこで、大量発現後の菌体破砕液をアフィニティカラムを用いて
目的タンパク質精製を試みた（図 5.7）。しかし各変異体は、カラムの溶出液から
は少量しか単離されず、カラムの素通り液から多く検出された。 
 
 
図 5.7.	 6L5E と 6L5K を Ni+カラムに吸着させ、バッファーで洗って素通り液を
回収後（Flow through）、イミダゾールを含んだ溶出液で溶出させた（Elution）。 
 
 
	 溶出液に少量含まれていたタンパク質を回収して、陰イオン交換クロマトグラ
フィーで再度精製し、SDS-PAGE によって単一バンドである事を確認した（図 
5.8）。しかし、濃度と収量は少なかった。 
 
 
図 5.8.	 アフィニティカラムと陰イオン交換カラムで精製した 6L5E と 6L5K。 
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 次に精製した変異体をゲル濾過クロマトグラフィーにかけて、分子量と構造の
確認を行った（図 5.9）。His タグが付いた野生型 YciF は、ホモダイマーとしてお
よそ 42kDa の位置ピークを持つと考えられる。変異体のゲル濾過クロマトグラフ
ィーの結果、6L5E はほとんど天然の YciF と同様にホモダイマー構造を、6L5K
は 1/3 程度がややオリゴマー化しているもののホモダイマー構造をとっている事
が示された。 
 
図 5.9.	 6L5E（a）と 6L5K（b）のゲル濾過クロマトグラフィー結果。横軸が溶
出ボリューム、縦軸が吸光度である。 
 
 
 
5.2.3	 変異体の結合実験 1 
 
	 各変異体の分子量を確認後、二種類を混ぜた溶液でもゲル濾過クロマトグラフ
ィーを行った（図 5.10）。もし、自己集合が起こったならば、高分子化により低
ボリュームでの溶出・8 mL 辺りの void ボリュームへの溶出か、過度の凝集によ
ってゲル上部のフィルターへタンパク質が詰まり、タンパク質の存在を示す吸光
度が減少するはずである。しかし、結果を観察しても、変異体の結合を示す兆候
は見られなかった。 
	 また、6L5E と 6L5K をそれぞれ 0.1 mg/mL に調整して、結合実験を行った。結
合は、LSI 測定（図 5.11（a））と、SDS-PAGE（図 5.11（b））で解析した。LSI
の結果を見ると、二種類の変異体を混合した際、LSI の上昇が観察された。しか
しこれは一時的であり、しかも2日後の溶液でもLSIの上昇は観察されなかった。
もし自己集合が起これば、混合した溶液では、凝集が観察されるはずである。混
合溶液を遠心操作して、上清と沈殿を SDS-PAGE にかけた結果では、どのバンド
も上清からしか検出されず、結合は観測されなかった。 
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図 5.10.	 6L5E と 6L5K の混合溶液のゲル濾過クロマトグラフィーの結果。 
 
 
 
図 5.11.	 6L5E と 6L5K の結合実験。LSI 測定の結果（a）と各溶液の上清と沈殿を
SDS-PAGE にかけた結果（b）。（a）青線は 6L5E 単独（0.1 mg/mL）の LSI を、赤線
は 6L5K 単独（0.1 mg/mL）の LSI を示す。緑線はセル内に 6L5E をあらかじめ入れ
て測定を開始し、60 秒の時点で等量の 6L5K を添加した結果である。紫線は、混合
した溶液を 4℃で保存して 2 日後によくピペッティングしてから再度 LSI を計測し
た結果である。（b）SDS-PAGE 後、バンドが薄かったため、His タグに特異的な染
色液で染めてバンドを見やすくした。 
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5.2.4	 アフィニティカラムと陰イオン交換カラムによる精製  
 
	 MD シミュレーション中に結合が起きた YciF 分子の濃度は、50 mg/mL 以上と
非常に濃い条件下で行われている。従って 5.2.3 では、結合が観測できなかった
が、もっと濃度を高くして変異体を混合すれば、結合が観測できるのではないか
と考えた。 
	 そこで、大量培養・大量発現を行った後、アフィニティカラムを精製に用いず
に、陰イオン交換カラムのみで精製を行った。精製後、SDS-PAGE にて、単一バ
ンドである事を確認した（図 5.12）。 
 
 
図 5.12.	 陰イオン交換カラムで精製した 6L5E と 6L5K。マーカー（M）は、Ex 
ladder Broad Range を使用した。 
 
 
 
5.2.5	 変異体の結合実験 2 
 
	 精製後、各変異体の濃度を限外ろ過フィルタ （ー5,000 MWCO, VIVASPIN 6, GE
ヘルスケア社製）を用いて、8 mg/mL にまで濃縮した。濃縮したサンプルを用い
て結合実験を行い、LSI の時間変化を測定した（図 5.13）。もし変異体同士が相
互作用して自己集合を起こせば、LSI の上昇が観測できる。6L5K の 500 秒あたり
のピークは、セル内の微細なゴミか、変異体の高分子化したものと推測される。
二種類の変異体を混ぜても、高分子化は観測されなかった。また混合溶液を 4℃
で保存し、1 日後にピペッティングしてから再度 LSI を測っても、LSI の上昇はみ
られなかった。  
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 次に、SDS-PAGE を用いた結合実験の結果について述べる。各変異体単独時に
遠心操作を行い、上清と沈殿に分離した。また、LSI 測定に用いた、混合溶液（1
日後のサンプル）も遠心操作（16000 rpm, 20 min）を行い、上清と沈殿に分離し
た。その後、各サンプルを SDS-PAGE で流した（図 5.14）。自己集合が起こった
場合、タンパク質が混合溶液の沈殿として現れると考えられる。しかし沈殿には、
ピペットで吸い取れなかったタンパク質と見られるバンドがわずかに検出された
だけで、結合したという結果は得られなかった。 
 
 
 
図 5.13.	 結合実験の LSI の時間推移。青線（6L5E）、赤線（6L5K）が、各変異
体単独時の LSI である。緑線が、初めセル内に 6L5E を入れておき、図中の矢印
の時点（60 秒）で等量の 6L5K をセル内に添加した結果である。各変異体の終濃
度は 4 mg/mL ずつとなる。紫線は、混合した溶液を 24 時間経ってから、ピペッ
ティングして、再度 LSI を測った結果である。  
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図 5.14.	 各変異体の濃度 8 mg/mL で行った結合実験の結果。各変異体単独時の
上清と沈殿、混合溶液の上清と沈殿を SDS-PAGE で検出した。 
 
 
 
5.2.6	 アフィニティカラムを使わずに精製した変異体のゲル濾過クロマトグ
ラフィーによる分子量の解析  
 
	 5.2.4、5.2.5 で使用した変異体は、アフィニティカラムに吸着しなかったタンパ
ク質を使っている。His タグが付いているにも関わらず、アフィニティカラムに
吸着しなかった点から、変異体の分子構造に疑問が生じた。そこで、精製した変
異体をゲル濾過クロマトグラフィーで解析して、その構造と分子量に関する情報
を得た（図 5.15）。ゲル濾過クロマトグラフィーでは、カラムボリューム 24 mL
の superdex 200 カラムを使い、使用したバッファーは、20 mM Tris-Cl pH 8.0 + 50 
mM NaCl である。 
	 また、ここにはのせていないが、6L5E と 6L5K を混合後に、ゲル濾過クロマト
グラフィーを行っても、高分子化や、void ボリュームへの溶出増加は認められな
かった。 
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図 5.15.	 0.25 mg/mL に調整した 6L5E と 6L5K のゲル濾過クロマトグラフィーの
結果。縦軸が吸光度、横軸が溶出 volume である。 
 
 
 
5.2.7	 結合実験の考察  
 
	 作製した YciF 変異体には His タグが付与してあり、それを利用してアフィニテ
ィクロマトグラフィーを行ったが、ほとんどの変異体が Ni+カラムに吸着しなか
った。吸着した少量の変異体を使って、低濃度（0.1 mg/mL）で結合実験を行った
が、自己集合や高分子化は観察できなかった。しかし、ゲル濾過クロマトグラフ
ィーにより分子量を解析した結果、野生型と同様に二量体の構造をとっている事
がわかった。 
	 一方 MD シミュレーションでは、この変異体において結合がよく起こっていた
が、これは結合の開始とその直後を観測するために、二分子が非常に近接した状
態から計算を始めている。従って溶液中の二種類の変異体が接近する機会を多く
すれば、実際の結合実験でも結合が起こる可能性がある。従って、各変異体の濃
度を出来るだけ上げて、再び結合実験を行なう事とした。 
	 アフィニティカラムに吸着しなかった変異体を回収して、カラムと pH を変え
ながら 3 回陰イオン交換クロマトグラフィーを行って、最終的に 8 mg/mL の変異
体溶液を得た。再び高濃度での結合実験を行ったが、高分子化や自己集合は観察
されなかった。また、ゲル濾過クロマトグラフィーにより分子量を解析した結果、
二量体ではなく単量体にあたる分子量に多くの変異体が観測され、変異体自体の
構造不安定化が示された。 
	 つまり、アフィニティカラムに吸着した変異体は野生型と同様の二量体構造を
とっており、吸着しなかった変異体は単量体構造が多かった。変異体がカラムに
6L5E%0.25mg/ml%140µL%
6L5K%0.25mg/ml%140µL
37.3kDa
67.9kDa%
17.7kDa
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吸着しなかった事から、His 側鎖がタンパク質の内側を向いている可能性が高い。
この原因としては、His タグがタンパク質と相互作用を起こしている事が考えら
れる。我々が導入したインターフェイスには、電荷アミノ酸が豊富に含まれてい
るので、正電荷を持ったインターフェイスには、His タグが結合しやすいと考え
られる。また、負電荷を持ったインターフェイスには、His タグが離れようとす
る力が働いて、構造の不安定化が促進されている可能性がある。従って、タグを
プロテアーゼで処理し、His タグを切断した変異体の構造を知る事が、今後の実
験において重要であると言える。 
 
  
  69 
5.3	 MC シミュレーションによるインターフェイスのデザインの
結果と考察  
 
	 5.3 では、MC 法を使ったシミュレーションによる、インターフェイスの再デザ
インについて説明する。5.3.1 では、MD シミュレーション中に瞬間的に見られる、
よく結合した構造について述べる。5.3.2 では、その構造を条件に従って抽出して、
ある変異体ペア・トラジェクトリーNo.・時間の構造を選んだ経緯について説明す
る。5.3.3 では、Rosetta Design を使ったインターフェイス再デザインの結果を説明
する。最後に 5.3.4 にて考察を行う。 
 
 
5.3.1	 MD シミュレーション中の結合状態の推移  
 
	 MD シミュレーション中に結合していく様子を、スナップショットにて観察す
る（図 5.16）。このように、MD シミュレーション中には、解離している時間、
接触が始まった時間、結合している時間などが混在している。その中でも、よく
結合している時間の構造を細かくみてみると、瞬間瞬間で、インターフェイス同
士がぴったり結合している時間、ゆるく結合している時間に分類できる。このぴ
ったり結合している瞬間の構造を 5.3.2 にて選出した。 
  
  
図 5.16.	 8L5E-8L5K の 4 番目のトラジェクトリーが、MD シミュレーションにと
った構造を、（a）0 ps、（b）2500 ps、（c）3750 ps、（d）5000 ps の瞬間のスナップ
ショットで撮影したもの。  
a b
c
c d
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5.3.2	 MC シミュレーションに使用する構造の選出  
 
	 インターフェイス同士が密接に結合した場合、インターフェイス間距離が短く
なる事が予想される。そこで、インターフェイス重心間距離（D）の値が最小だ
った時間の構造をまず抽出した（表 5.3）。次に構造を目視で確認しながら、ヘリ
ックス同士の角度と、インターフェイス内に含まれる溶媒分子の有無で選出を行
い、最終的に Rosetta Design に入力する構造を 3 つ選出した（表 5.4）（図 5.17）。 
 
表 5.3.	 MD シミュレーション中に得られた結合した変異体ペアの各トラジェク
トリーの中から、D 値が最小の時間を求め、最もインターフェイス同士が接近し
た構造を 18 個得た。 
変異体ペア トラジェクトリーNo. 観察された時間とその D 値 
4L5E-4L5K 1st 
4th 
6th 
2220 ps, 0.899154 nm 
1070 ps, 0.897364 nm 
3540 ps, 0.777209 nm 
6L0E-6L0K 5th 
7th 
1230 ps, 0.722813 nm 
1440 ps, 0.877601 nm 
6L2E-6L2K 2nd 
3rd 
5th 
8th 
4630 ps, 0.796678 nm 
4290 ps, 0.754344 nm 
1090 ps, 0.839986 nm 
4770 ps, 0.761911 nm 
6L5E-6L5K 2nd 
3rd 
5th 
4020 ps, 0.812585 nm 
4780 ps, 0.839531 nm 
4770 ps, 0.758023 nm 
8L0E-8L0K 1st 
4th 
2470 ps, 0.799654 nm 
3500 ps, 0.606593 nm 
8L2E-8L2K 1st 
4th 
8th 
3570 ps, 0.814587 nm 
1420 ps, 0.831582 nm 
2750 ps, 0.884627 nm 
8L5E-8L5K 4th 4410 ps, 0.672056 nm 
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表 5.4.	 接近した構造のうち、天然の 4-ヘリックスバンドルに見られる 10°の角
度及び、内部に水が入っていないかどうかを評価し、インターフェイス同士が密
接に結合している構造を 3 つの得た。 
変異体ペア トラジェクトリーNo. 観察された時間とその D 値 
8L0E-8L0K 4th 3500 ps, 0.606593 nm 
8L2E-8L2K 1st 3570 ps, 0.814587 nm 
8L5E-8L5K 4th 4410 ps, 0.672056 nm 
 
    
a                               b 
 
図 5.17. 8L5E-8L5K の４番目トラジェクトリーの、4410 ps の構造。ヘリックスバ
ンドル上からの図（a）と、横からの図（b）。導入したロイシン（（L）オレンジ
色のスティック）、電荷アミノ酸（青色（K）と赤色（E）のスティック）が、戦
略通りの方向と位置に配置されている事がわかる。 
 
 
 
5.3.3	 Resetta Design によるアミノ酸の予測  
 
	 5.3.2 で得られた 3 つの構造を基にして、Rosetta Design で更に安定した構造の
予測を行った。Rosetta Design（version 3.4）に構造を入力後、インターフェイス
表面と側面部分にのみ構造安定化のアミノ酸予測を行い、他の部位にはアミノ酸
予測が行われないように条件ファイルを入力した。これは、余計な変異を入れず
実験の際に不確定要素を減らす理由と、そもそも野生型タンパク質が元々安定で
あり、インターフェイス以外に安定化の変異を導入する必要が無いと考えたため
である。 
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 表 4.4 を参考にして、インターフェイスの表面にあたる 26, 29, 33, 38, 42, 45, 49, 
52 番目の残基には、全 20 種類のアミノ酸全てを予測に使えるようにした。また、
インターフェイス側面にあたる 23, 30, 39, 46, 53 番目の残基には、一方のインタ
ーフェイスにはグルタミン酸のみを、もう一方のインターフェイスには、リジン
かアルギニンのどちらかが予測されるように条件ファイルを設定した。（表 5.5）
に、3 つの変異体ペアのインターフェイス再デザインの結果をのせる。 
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表 5.5. 8L0E-8L0K, 8L2E-8L2K, 8L5E-8L5K のインターフェイス再デザイン結果。*
は差異が無い事を、:は似たアミノ酸に置換された事を示す。 
変異体 もとの配列と予測後のアミノ酸配列 
8L0E 	 	 	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 -MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLKLALATSNLKLSLAFLAHLLETLG	 –もとの 8L0E の配列	 
EKELTRALLELAEATSNLELSEAFLEHLRETAE	 – MC 法による予測後	 
**	 **	 ***	 **	 *****	 **	 ***	 **	 **:	 	 	 -	 差異	 
8L0K 	 	 	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 	 L	 	 L	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLKLALATSNLKLSLAFLAHLLETLG	 –もとの 8L0K の配列	 
EKKLTEALLKLANATSNRRLSLAFLKHLLETLK	 – MC 法による予測後	 
**	 **	 ******	 ****	 :******	 ******	 	 	 -	 差異	 
8L2E 	 	 	 	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 L	 	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLELALATSNLKLSLAFLEHLLETLG	 –もとの 8L2E の配列	 
EKELTEALLELAIATSNEELSKAFMEHLEETLE	 – MC 法による予測後	 
**	 **	 ******:****	 	 **	 **	 ***	 ***	 	 	 -	 差異	 
8L2K 	 	 	 	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 	 	 L	 	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 L	 	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKQLTLALLKLALATSNLKLSLAFLKHLLETLG	 –もとの 8L2K の配列	 
EKRLTEALLKLAHATSNDKLSAAFLKHLLETLK	 – MC 法による予測後	 
**.**	 ******	 ****	 ***:**********	 	 	 -	 差異	 
8L5E 	 	 E	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 	 	 LE	 	 L	 	 LE	 	 L	 	 LE	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKELTLALLELALATSNLELSLAFLEHLLETLE	 –もとの 8L5E の配列	 
EKELTEALTELALATSNLELSKAFMEHLEETIE	 – MC 法による予測後	 
*****	 **:************	 **	 ***	 **:*	 	 -	 差異	 
8L5K 	 	 K	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 	 	 LK	 	 L	 	 LK	 	 L	 	 LK	 	 - MC 法前の変異箇所	 
21	 	 	 	 	 	 	 	 31	 	 	 	 	 	 	 	 41	 	 	 	 	 	 	 	 51	 	 -アミノ酸番号	 
EKKLTLALLKLALATSNLKLSLAFLKHLLETLK	 –もとの 8L5K の配列	 
EKRLTEALIKLALATSNARLSKAFAKHLLETLR	 – MC 法による予測後	 
**:**	 **:********::**	 **:*******:	 	 -	 差異	 
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5.3.4	 Resetta Design によるインターフェイス再デザインの考察  
 
 
	 5.3.3 で示されたインターフェイス案の中でも、我々は特に 8L5E-8L5K のペア
のインターフェイス再デザインの結果に注目した。なぜなら、MC シミュレーシ
ョン前から変異箇所として 5 個の電荷アミノ酸が導入されているため、インター
フェイスの疎水性面の不安定化を少しでも防げるという点と、インターフェイス
間の静電相互作用の誘起という点において優れているからである。 
	 8L5E と 8L5K のインターフェイス再デザインの結果を考察する。元々ロイシン
を導入していた表面部位には、全 20 種類のアミノ酸のうち最も安定化するアミノ
酸が置換されるように予測を行った。その結果ほとんどの部位において、予測後
も疎水性アミノ酸が置換されていた。つまり、よりインターフェイス同士の疎水
結合が強まるように、アミノ酸予測が行われたと考えられる。 
	 また数カ所ではあるが、8L5E では、表面がロイシンだった場所が、グルタミン
酸やリジンに置換された部位（L26E, L42K, L49E）があった。これは、戦略にお
ける疎水結合の誘起という観点からは不適切である。しかし、対応する 8L5K の
インターフェイスの近接する部位を見てみると（表 5.6）、静電相互作用が誘起さ
れるように逆の電荷を持ったアミノ酸が置換もしくは元々導入されている事が分
かった（30K, 53R, 42K）。 
	 8L5E と 8L5K のインターフェイスの再デザインよって、この案は妥当だと考え
られる。ただし、Rosetta Design では、可溶性や安定性に関しては予測が難しいた
め、変異体を作製する際には、pH や塩などに注意が必要かもしれないと考えられ
る。 
 
表 5.6.	 8L5E と 8L5K のインターフェイス部位を、実際に接触すると予測される
ように並べ替えたもの。8L5E の 21~33 残基は、8L5K の 33~21 残基と対応し、8L5E
の 38~53 残基は、8L5K の 53~38 残基と対応するようにデザインしてある。N と C
は N 末端側と C 末端側を示す。赤色と青色が付いているのが、元々の変異箇所＋
予測後の電荷アミノ酸変異箇所の部位を示す。 
変異体 21~33 残基 38~53 残基 
8L5E 	 N-EKELTEALTELAL-C N-LELSKAFMEHLEETIE-C 
8L5K C-LALKILAETLRKE-N  C-RLTELLHKAFAKSLRA-N 
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6. まとめと今後の課題  
 
	 本研究において、我々はヘリックス間相互作用を誘起するインターフェイスの
デザインを行い、シミュレーションと実験の双方を用いてインターフェイスの評
価を行った。以前からの研究で、インターフェイスに導入する疎水性アミノ酸と
電荷アミノ酸の数と、導入する場所が本当に正しいのかという疑問が呈されてお
り、それを解決するために MD シミュレーションの手法を用いた。 
	 MD シミュレーションの結果、疎水性アミノ酸が 6 個と電荷アミノ酸が 5 個の
変異体ペアや、疎水性アミノ酸が 8 個と電荷アミノ酸が 2 個の変異体ペアで良く
結合が起こるという傾向が発見できた。また、全 150 トラジェクトリーのうち結
合したトラジェクトリーを解析した結果、我々が予想した通りインターフェイス
表面の疎水性アミノ酸は疎水結合を、側面の電荷アミノ酸は静電相互作用をイン
ターフェイス間で誘起している事が示された。 
	 しかし、シミュレーションで結合が起きやすかった変異体を実際に作製して、
混合実験を行っても、薄い濃度では結合が観測されなかった。また、タンパク質
濃度を高くして混合実験を行おうとした所、付与したタグによる分子構造の不安
定化とタグを利用して精製手順に問題がある可能性が示された。そこで、今後の
予定として、付与してあるタグを切断して分子構造を確認し、高濃度での混合実
験を行う予定である。 
	 また、MD シミュレーションの最中に、インターフェイス同士が密接に結合し
ている構造が瞬間的に得られた。その瞬間の構造をもとにして、MC 法のシミュ
レーションによって、より結合時にエネルギー的に安定なインターフェイスの再
デザインを行った。解析により、再デザインのアミノ酸予測の妥当性が示された
ため、今後 MC シミュレーションで得られた変異体を作製・精製して結合実験を
行いたいと考えている。さらに、MC シミュレーションに使う構造を選出するた
めにも、MD シミュレーション中に得られた構造の詳しい解析を行い、結合に関
与する他の要因（水分子など）の知見を得たいと考えている。 
	 先行研究においては、結合には広い面積を持ったタンパク質がインターフェイ
スに必要と報告がされていたが[47]、本研究でデザインしたインターフェイスな
らば、その約 1/3 程度の広さでインターフェイス構築が可能である。また、イン
ターフェイスの土台として、自然界に豊富にあるα-ヘリックスを用いる点からも、
他のタンパク質への応用範囲は広いと考えている。さらに、疎水性相互作用と静
電相互作用の両方を誘起させて結合させるインターフェイスならば、溶媒の塩濃
度や pH の変化によって、自己集合の開始と脱着を制御できる可能性が本研究に
おいて示唆された[45][98]。 
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自然界で良く知られるタンパク質繊維に、クモの糸がある。クモの糸を構成す
るスピドロインは、pH の変化により重合が促進されるスイッチを持ち、いったん
重合すれば自然界で最も強い強度のタンパク質繊維となる。このように、自然界
にはまだ多くのナノ繊維創出のためのヒントが眠っており、これらの仕組みの詳
細を知った上で、上手く我々の研究に応用する事が重要であると思われる。 
これまでのインターフェイスの設計で用いた疎水性相互作用と静電相互作用
だけでは、３種類以上のタンパク質を同時に自己組織化させたい場合などには、
インターフェイスの設計方法に限りが出てくるという問題点がある。自然界には、
数多くのサブユニット-サブユニット接合面や、そのデータベースが存在する
[99][100][101]。近年、コンピュータを使ったインターフェイスのデザインが盛ん
に行われている[98][102][103]。我々はそれら MD シミュレーションや MC シミュ
レーションを利用するだけでなく、さらに本研究室で開発された祖先型配列推定
法[104]を併用する事で、効率的に構造安定性が優れた適切なインターフェイスを
デザインできるのではないかと考えている。 
最後に、我々の予想通りに YciF が交互共重合した場合の構造予想図を紹介す
る。YciF 分子は、らせんを巻きながら伸張して行くと考えられる（図 6.1）。仮
に、らせんの最も外側の部分に、周期的に別のインターフェイスを設計すれば、
糸を編むようにシート状のナノ構造を形成させる事も可能になるかもしれない。
その際には、構造の安定性には、ループの安定化が重要との知見[105]が報告され
ており、YciF に存在するループ構造を適切に扱う事が重要になるかもしれない。 
 
 
図 6.1.	 YciF がインターフェイスを通じて 6 分子、一次元的に自己集合した場合の
予想図。（a）を横から見たのが（b）である。約 3 分子で一巻きのらせん構造をと
ると考えられる。  
a b
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付録  
 
ここでは、本文中で省略した実験手順の詳細を述べる。 
 
 
A.	 Sulerythrin-VLE, VLK を作製する際、PCR 法に用いたプライマー  
 
	 ベクター用のプライマー 
T7-P: 5’- TAATACGACTCACTATAGGG 
T7-T: 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
 
	 Sul-VLE 用の変異導入プライマー 
R-Primer: 5’- 
GAAACCTTCTTCAAGTGCTTCCAGTGCGAATCCAAGGTACATTTCAACCCATT
CATAAGTTTCTCCAG 
F-Primer: 5’- 
GCACTTGAAGAAGGTTTCCCAGAAGTAGCTCTGGAATTTCTGACTTTAGCCCT
TGAAGAAAAGAGTCATGCTGAAAA 
 
	 Sul-VLK 用の変異導入プライマー 
R-Primer: 5’- 
GAAACCTTCTTCAAGTGCCTTCAGTGCGAATCCAAGGTACATCTTAACCCATT
CATAAGTTTCTCCAG 
F-Primer: 5’- 
GCACTTGAAGAAGGTTTCCCAAAGGTAGCTCTGAAGTTTCTGACTTTAGCCCT
TAAGGAAAAGAGTCATGCTGAAAA 
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B.	 Light Scattering（LS）解析  
 
	 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 観 測 す る た め に 、 分 光 蛍 光 光 度 計 RF-5300PC 
SPECTROFLUOROPHOTOMETER (SHIMADZU 社)で 350nm の光散乱強度 (LSI)
を測定した。光散乱強度とは、セル内に光を当てて、試料に反射して散乱した光
の強度である。仮に、重合や凝集など、セル内の分子群が大きくなると、散乱す
る光の強度の値も上昇する。計測には、1 cm 用アダプターを付けた光路 3 mm の
セルを使用した。 
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C.	 SDS-PAGE 
 
	 発現、熱安定性、フラクション、精製チェックを SDS-PAGE で行った。サンプ
ルを適量(5～10 µL)取り、等量の 2×sample buffer（表 C.1）を加え、100 °C で 2
分間保温し、泳動用サンプルとした。SDS ゲル（表 C.2）の分離ゲルのアクリル
アミド濃度は 15 %で作成した。ゲルを泳動槽にクリップでセットし、Running 
buffer（表 C.3）を注いだ。XL-Ladder Law Unstained マーカー (アプロサイエン
ス社) とサンプルをアプライし、200 V の電圧で電気泳動を行い、泳動部先端が
ゲルの端に到達する直前に泳動を停止した。ゲルは染色液（表 C.4）に浸して、
電子レンジで 30 秒加熱した後、30 分間震盪した。次にゲルを脱色液（表 C.5）
に入れ、電子レンジで 1 分間加熱した後、1 時間震盪した。最後にゲルを超純水
で洗い、スキャナーで読み込んだ。 
 
 
表 C.1.  2×Sample buffer 組成 
0.5M Tris-Cl pH6.8                                   2.5 mL 
1M DTT                                            2.0 mL 
Glyserol                                            2.0 mL 
SDS                                                0.4 g 
1% Bromophenol Blue                                 1.0 mL 
D.W.                                               2.5 mL 
 
表 C.2.  SDS-ポリアクリルアミドゲル組成 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 分離ゲル	 	 濃縮ゲル 
30% Acrylamide/Bis solution (BioRAD 社)      3.0 mL       0.64 mL 
1.5M Tris-Cl pH8.8                         1.5 mL         - 
0.5M Tris-Cl pH6.8                           -          1.0 mL 
D.W.                                     1.42 mL      2.52 mL 
10% SDS                                 0.06 mL      0.04 mL 
30% APS                                  20 µL     	  13 µL 
TEMED                                   20 µL         4 µL 
APS、TEMED は最後に添加し、添加後よく撹拌してガラス板間に流し込ん
だ。その上から 100 %エタノールを流し込んで、分離ゲルが固まるまで待った。
分離ゲルが固まったらエタノールを排除し、濃縮ゲル溶液を流し込んだ。 
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表 C.3.  10×Running buffer 組成 
Tris                                            30 g 
Glycine                                        144 g 
SDS                                            10 g 
D.W.                                    total    1 L 
1×に milliQ で薄めて適量を使用した。 
 
表 C.4.  SDS ゲル染色液組成 
CBB (R-250)                                        0.5 g 
Methanol                                           90 mL 
Acetic Acid                                         18 mL 
D.W.                                              90 mL 
	 染色液にゲルを浸した後、電子レンジで 20 秒程暖め、染色を促進させた。 
 
表 C.5.  SDS ゲル脱色液組成 
Methanol                                            36 mL 
Acetic Acid                                          160 mL 
D.W.                                               180 mL 
	 脱色液にゲルを浸した後、電子レンジで 30 秒程暖め、脱色を促進させた。 
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D.	 CD（円偏光二色性）スペクトル解析  
 
精製し、濃度測定したタンパク質試料を 0.2 mg/mL に調整し、これを CD スペ
クトル用サンプルとした。タンパク質の熱変性曲線を得る際には、バッファーは
20mM KPi を使用した。 
	 測定機器として、J720C spectropolarimeter (JASCO 社)を、石英セルは光路長 1mm
の物を用いた。 
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E.	 野生型 YciF の熱耐性と CD 測定  
 
	 天然の YciF 遺伝子をコロニーPCR によって抽出し、pET-28a ベクターに組み込
んで、His タグ付きの野生型 YciF を Rosetta2(DE3)株に発現させた。タンパク質を
精製後、222 nm のスペクトル、昇温速度 1 ℃ / 1 min で CD を測定し、二次構造
が壊れる様子を観察した（図 E.1）。その結果、熱変性中点 Tm は 100 ℃であった。 
 
図 E.1.	 CD222nm における野生型 YciF（His タグ付き）熱変性度の推移。 
 
	 また、室温 25℃と 130℃での CD を、それぞれ 190 nm ~ 250 nm、200 nm ~250 nm
の範囲で測定した（図 E.2）。室温では 208 nm 付近に負の極大があり、α-ヘリッ
クスが豊富に存在している事が分かる。130℃では、タンパク質が完全に変性して、
二次構造は見られない。 
 
図 E.2.	 室温と 130℃における野生型 YciF（His タグ付き）の CD スペクトル。 
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F.	 コロニーPCR 
 
	 目的の yciF 遺伝子を、E.coli（JM109 株）からコロニーPCR によって抽出した。
JM109 を抗生物質フリーの LB 培地を用いて培養（37℃, O/N）し、多数のコロニ
ーを得た。10 個のコロニーを滅菌済みの爪楊枝で搔き取り、滅菌済み D. W. 200 µL
に懸濁した。そのうち 2 µL を、KOD plus 使用時の鋳型 DNA 溶液として用いた
（付録 H）。使用したプライマーYciF-fw と YciF-re の配列は下に示した。 
 
YciF-fw: gcgctgagcatatgaatatgaagaccattg 
YciF-re: gtcgacgaattcttatcaggctttattttcggctt 
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G.	 YciF6L5E、YciF6L5K 変異体を作製する際、PCR 法に用いたプライマー  
 
	 YciF6L5E 変異体用プライマー 
・YciF6L5E_38Qr 
5’-ccagacttaactcctgatttgatgttgccagtgcgagttccagcagtgccagggttaactctttttctgcgctgtaggtatctga
aagc 
・YciF6L5E_38Qf 
5’-ctggcaacatcaaatcaggagttaagtctggcttttctggaacacctcctggaaactcatgagcagattgaacgtattgatcaa
gttgtggag 
 
YciF6L5E 変異体用プライマー 
・YciF6L5K_38Qr 
5’-ccagacttaatttctgatttgatgttgccagtgcgagttttagcagtgccagggttaactttttttctgcgctgtaggtatctgaaa
gc 
・YciF6L5K _38Qf 
5’-ctggcaacatcaaatcagaaattaagtctggcttttctgaagcacctcctggaaactcataagcagattgaacgtattgatcaa
gttgtggag 
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H.	 SOE-PCR 法による変異の遺伝子導入  
 
	 本研究で行った SOE-PCR 法[97]の手順を説明する（図 H.1）。 
1st PCR、2nd PCR は、KOD plus DNA ポリメラーゼ (TOYOBO 社)を使い、以
下の条件にて行った（表 H.1）（図 H.2）。PCR 産物の量が少ない時は、50 µL ×3
本の PCR を行い、溶出する際に 1 本にまとめて量と濃度を上げた。 
PCR 産物は、アガロースゲル電気泳動により目的バンドを分離した。まず、PCR
産物に 10×Loading buffer (タカラ社) を 3 µL 加え、泳動用サンプルとした。次に
作成した 3 % アガロースゲル（表 H.2）を泳動槽に沈め、泳動 buffer（表 H.3）
で浸した。pUC Mix Stable DNA Marker (SIGMA 社) と泳動用サンプルをゲルにア
プライし、100 V で電気泳動した。Loading Buffer 色素がゲルの 4/5 程度流れた時
点で電気泳動を終了した。ゲルは 1 µg/mL EtBr 溶液で 10 分間染色した。染色し
たゲルに UV 照射して目的バンドを確認し、ゲルからよく拭いたカッターで切り
出した。切り出したゲルは、Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega 社) 
によって DNA を精製し、50 µL の滅菌水で溶出した。 
2nd PCR 産物は精製後、対応する制限酵素で 37°C、2 時間の制限酵素処理（表 
H.4）を行い、再びゲル切り出し精製をして、insert 配列とした。同時に vector も
同様の操作を行い、insert と同じ制限酵素サイトが MCS に開いた vector を精製し
た。制限酵素処理後、精製した insert と vector を混ぜ、DNA Ligation kit (タカラバ
イオ社) でライゲーション反応を行った（表 H.5）。 
このライゲーション反応液で、JM109 コンピテントセルを形質転換した。まず
氷上で溶かしたコンピテントセル 100 µL にライゲーション反応液全量を加え、氷
上に 30 分間置いた。その後 42 °C で 45 秒間ヒートショックを与え、再び氷上で
2 分間置いた。SOC 培地（表 H.6）を 500 µL 加え、37 °C で 30 分間回復培養した。
培養液を 4 °C 、3000 rpm、1 分間遠心し、500 µL の上清を取り除いた。残りを優
しくピペッティングして懸濁し、この液を LB プレート(Amp+)にコンラージ棒を
用いて塗り拡げた。このプレートを、37°C で O/N 培養した。 
プレートに現れたコロニーを、LB 培地 3 mL で 37 °C 、O/N 培養し、Pure YieldTM 
Plasmid Miniprep System (Promega 社)でプラスミド精製した。このプラスミドを制
限酵素処理し、アガロース電気泳動して、insert チェックを行った（表 H.7）。 
  
  86 
 
	 図 H.1.	 SOE-PCR 法の概略。5 末端側（灰色）と 3 末端側（黒色）の間に挟ま
れた鋳型の遺伝子と、目的の変異をコードした青いプライマーを用意する。1st 
PCR 反応によって、5’灰色部-変異導入部 3’の DNA と、5’ 変異導入部-黒色部 3’
の 2 種類の DNA ができる。DNA を精製後、2 種類を混合し、灰色側と黒色側の
プライマーによって 2nd PCR を行い、変異が導入された遺伝子配列を得る。 
 
 
表 H.1.  KOD plus 使用時の PCR 反応液組成 
10× Buffer for KOD plus                          5 µL 
25 mM MgCl2 or MgSO4                           2 µL 
2.5 mM dNTP mixture                             4 µL 
各種 F-primer 10 µM                              1 µL 
各種 R-primer 10 µM                              1 µL 
鋳型 DNA                                  適量(0.5～1 µL) 
KOD plus                                       1 µL 
D.W.                                   total    50 µL 
 
 
Template(DNA
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図 H.2. KODplus を用いた際の PCR サイクルを示す。 
 
 
表 H.2.  3 %アガロースゲルの組成 
3 %   Agarose                
1×   TAE buffer 
脱イオン水に混合し、電子レンジで完全にアガロースを溶かした後、型に入れ
て固めた。 
 
表 H.3.	  50×TAE buffer 組成 
2 M  	 	 Tris 
2 M  	 	 Acetate 
50 mM   EDTA-2Na 
	 1×に脱イオン水で薄めて使用した。 
 
表 H.4. 制限酵素処理液組成 
2nd PCR 産物                                     50 µL 
制限酵素                                         各 2 µL                                           
10× buffer                                       6 µL 
 
表 H.5. ライゲーション反応組成 
Insert                                             5 µL 
Vector                                            5 µL 
Ligation Mix                                      10 µL 
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表 H.6.  SOC 培地組成 
2 %     Bacto Trptone 
0.5 %   Bacto Yeast Extract 
10 mM  NaCl 
2.5 mM  KCl 
20 mM  Glucose 
10 mM  MgSO4 
10 mM  MgCl2 
	 フィルター濾過した MgSO4、MgCl2 はオートクレーブ滅菌後に加えた。 
 
表 H.7.  insert チェック制限酵素反応液組成 
精製プラスミド                                   5 µL 
EcoRI                                            0.7 µL 
NdeI                                             0.7 µL 
10× K buffer                                     0.8 µL 
D.W.                                             0.8 µL 
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I.	 DNA シークエンシング  
 
	 Insert が入ったプラスミドを用いて、Big-Dye 反応を行った（表 I.1）（図 I.1）。
F, R-primer にはベクターのマルチクローニングサイトを増やすプライマーを用い
た。反応後、未反応の蛍光ターミネーターを取り除くためにエタノール/酢酸ナト
リウム沈殿を行った。反応液に、エタノール/酢酸ナトリウム溶液を加え、ボルテ
ックスした後 15 分間 R.T.に置いた。R.T. 、15000 rpm、20 min 遠心し、上清を除
いた。70 % エタノールを 250 µL 加え、軽く撹拌した後、R.T. 、15000 rpm、5 min
遠心した。上清を除き、20 min 減圧乾燥させた。20 µL の HiDi ホルムアミドを加
え、100 °C で 3 min 保温した後、氷上で冷やし、MicroAmp 96-well Reaction Plate
に移してシークエンシングした。シークエンサーには、3100 capillary Sequencer 
(Applied Biosystems 社)を用いた。正しい配列を確認できたプラスミドを、次の行
程に使用した。 
 
 
表 I.1.	 Big-Dye 反応液組成 
Big-Dye Terminator v3.0 (ABI 社)                     2 µL 
F-primer 10µM                                    0.3 µL 
R-primer 10µM                                    0.3 µL 
鋳型プラスミド                                   2 µL 
滅菌水                                           6 µL 
 
 
 
	 図 I.1. Big-Dye 反応サイクル。 
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J. タンパク質の発現  
 
プラスミド 1.5µl を用いて Rosetta2 (DE3)コンピテントセル 30 µL を形質転換し
た。 
Rosetta2 セルは、ヘルパープラスミド λ-DE3 がコードする T7 ポリメラーゼに
よって、pET ベクターの T7 プロモーター下流の遺伝子を特異的かつ強力に発現
させるため、タンパク質発現に適している。 
使用したベクターによって抗生物質は変更した。pET-21c の場合はアンピシリ
ン（Amp(150 µg/mL)）、pET-28a の場合はカナマイシン（Kn(50 µg/mL)）をそれぞ
れ用いた。 
ベクターと混合したコンピテントセルを、LB プレート(抗生物質+) （表 J.1）
にそのままコンラージ棒を用いて塗り拡げて 37 ℃、O/N 培養した。シングルコ
ロニーを LB 培地 3 mL(抗生物質+) （表 J.2）で 37 ℃、16 時間震盪培養した。
菌液 2 mL を LB 培地 200 mL(抗生物質+)に植え継ぎ、37 ℃で 2 時間震盪培養し
た。発現誘導のため、IPTG を終濃度 0.5 mM になるよう添加し、再び 37 ℃で 4
時間震盪培養した。 
菌液は、4 °C、6000 rpm、10 分の条件で集菌した。菌体は、20 mM Tris-Cl pH 8.0
で懸濁し、使用するまで-20 °C で保存した。 
 
 
表 J.1.	 LB プレート組成 
1 %  	 Bacto Trptone 
0.5 %  Bacto Yeast Extract 
1 %  	 NaCl 
1.5 %  寒天粉末 
微量元素を加えるため、水道水に溶かした。オートクレーブ後、手で触れられ
る温度になってから抗生物質を加えてプレートに流し込み固化させた。 
 
表 J.2.	 YciF 用 LB 培地組成 
1 %  	  Bacto Trptone 
0.5 %    Bacto Yeast Extract 
1 %  	  NaCl 
10 µM   ZnCl2 
10 µM	  FeCl3 
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K.	 タンパク質の熱耐性チェックと粗精製  
 
作製したタンパク質の発現チェックを行った。菌体を 1mL 取り氷上で超音波破
砕した。破砕液を 4 °C、16000 rpm、20 分遠心し、上清と沈殿に分けた。沈殿は
1mL の 20 mM Tris-Cl pH 8.0 で懸濁した。上清と沈殿を SDS-PAGE で解析した。 
次に、タンパク質の大まかな熱安定性を確認するために、破砕液上清を 100 µL
ずつエッペンドルフチューブに分け、それぞれ 60 °C、65 °C、70 °C、75 °C で 10
分間保温した。その後 4 °C、15000 rpm、10 分遠心し、上清と沈殿に分けた。沈
殿は、100 µL の 20 mM Tris-Cl pH 8.0 で懸濁した。上清と沈殿を SDS-PAGE で解
析した。 
残りの菌体全量を氷上で超音波破砕した。タンパク質が安定して上清に存在す
る温度、時間だけ保温して、不要タンパク質を熱変性させて粗精製を行った。破
砕液を 4 °C、30000 rpm、10 分の条件で超遠心した。上清を回収し、フィルター
(Millex® Sterile Filter Unit (Millpore 社))でろ過した。 
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L.	 YciF6L5E, YciF6L5K の精製  
 
	 変異体は、ÄKTA System (GE ヘルスケア社)にと Histap HP, HiTrap Q HP, 
ResourceQ カラム(GE ヘルスケア社)で、クロマトグラフィーによる精製を行った。
吸着、溶出バッファーは使用直前に 0.22µm のフィルターろ過・脱気を行った（表 
L.1 ~ L.8）。吸着バッファーで平衡化したカラムにサンプルを吸着させ、カウンタ
ーイオンのまたは競合試薬の混合濃度を変える事により各タンパク質固有の溶出
位置に分画させ分離した。各フラクションを SDS-PAGE で確認した。 
続いて、目的のタンパク質が溶出したフラクションを集め、塩を除くために透
析を行った。透析膜は超純水中で 5 min 煮沸した後、良くすすいだ物を使った。
透析外液は次の操作に合わせて変更した。透析は 4 °C、3 時間透析した後、透析
外液を新しくして再び 4 °C、O/N 行った。透析液は 4 °C、15000 rpm、10 分遠心
して沈殿を取り除き、SDS-PAGE で確認した。 
	 また、精製したタンパク質を、BCA Protein Assay Regent Kit (PIERCE 社) によ
り濃度測定した。 
 
 
表 L.1.	 YciF 変異体 Histrap HP 使用時 吸着バッファー組成 
20 mM  	 Tris-Cl pH 8.0 
150 mM	 	 NaCl 
 
表 L.2.	 YciF 変異体 Histrap HP 使用時バッファー組成 
20 mM   Tris-Cl pH 8.0 
150 mM  NaCl 
0,5 M    immidazole 
 
 
表 L.3.	  YciF 変異体 HitrapQ 使用時 吸着バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
 
表 L.4.	 YciF 変異体 HitrapQ 使用時 溶出バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
1 M     KCl 
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表 L.5.	  YciF 変異体 HitrapQ 使用時 2 回目 吸着バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.8 
 
表 L.6.	 YciF 変異体 HitrapQ 使用時 2 回目溶出バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
1 M  KCl 
 
 
表 L.7.	  YciF 変異体 Resource Q 使用時 吸着バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 8.0 
 
表 L.8.	  YciF 変異体 Resource Q 使用時 溶出バッファー組成 
20 mM  Tris-Cl pH 10.0 
1 M  NaCl 
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